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WYKAZ ZASTOSOWANYCH W PRACY SKROTOW

AGEs — eng. advanced glycation end-products, produkty zaawansowanej glikacji,
AOPP — eng. advanced oxidation protein products, zaawansowane produkty utleniania biatek,

BNCT — eng. boron neutron capture therapy, terapia borowo-neutronowa,

DSC — eng. differential scanning calorimetry, skaningowa kalorymetria ré6znicowa,
HBI — eng. half body irradiation, technika napromieniania catego ciata,

HHW — warto$¢ szerokosci potowkowej przejscia w potowie wysokosci piku, ktory je
reprezentuje,

HSA — eng. human serum albumin, albumina surowicy krwi ludzkiej,

IgG, IgA, IgM — immunoglobuliny G, A, M,

JM — jednostka monitorowa,

LPE lub LET — eng. linear energy transfer, liniowy przekaz energii,

MLC — eng. multileaf collimator, kolimator wielolistkowy,

PBS — eng. phosphate buffered saline, buforowana fosforanem so6l fizjologiczna,

RBE — eng. relative biological effectiveness, wzglgdna skuteczno$¢ biologiczna, oznaczana

tez jako WSB,

ROS - eng. reactive oxygen species, reaktywne formy tlenu,

RS —radiochirurgia stereotaktyczna,

SBRT — eng. stereotactic body radiation therapy, radioterapia stereotaktyczna ciata,
TBI — eng. total body irradiation, technika napromieniania catego ciala,

UV-VIS - zakres promieniowania ultrafioletowego (UV) oraz widzialnego (VIS),

WBRT — eng. whole brain radiotherapy, radioterapia calego mozgu,

WSB — wzgledna skuteczno$¢ biologiczna (eng. relative biological effectiveness).



STRESZCZENIE PRACY

Za pomocg skaningowej kalorymetrii réznicowej (DSC) monitorowano efekty
bezposrednie 1 dtugofalowe wpltywu promieniowania jonizujacego na roztwory surowicy krwi
ludzkiej. Celem pracy byla obserwacja efektow widocznych na profilach DSC badanych
roztworOw po ekspozycji in vitro na promieniowanie neutronowe lub rentgenowskie.
Wykorzystano zakres dawek promieniowania rentgenowskiego od 10 Gy do 120 Gy
oraz neutronowego od 5 Gy do 13 Gy.

Probki surowicy uzyskano z krwi zdrowych ochotnikéw 1 rozcienczono 20-krotnie
w odgazowanej wodzie redestylowanej lub buforze PBS. Pomiary wykonano za pomoca
mikrokalorymetru VP-DSC (MicroCal). Kazda probke skanowano dwukrotnie w zakresie
temperatur 20 — 100 °C z szybkoscia ogrzewania 1 °C na min. Wszystkie probki surowicy
mierzono co tydzien (do 3 tygodni) po ekspozycji, aby obserwowaé proces starzenia
roztworé6w przechowywanych w warunkach chlodniczych. Ekspozycje in vitro
przeprowadzono przy uzyciu dwoch rodzajow promieniowania jonizujgcego — neutrondow
1 promieni rentgenowskich. Jako Zrdédlo neutrondéw zastosowano radioizotop Californ-252,
ktorego aktywnos¢ w czasie eksperymentu wynosita okoto 65 do 58 Mbq
(Srednia energia neutrondéw 2,35 MeV). Promieniowanie rentgenowskie zostato dostarczone
przez akcelerator liniowy wigzka o nominalnym potencjale przyspieszajagcym 6 MV
1 $redniej energii wigzki 1.5 MeV, moc wiazki wynosita 450 JM/min. Grupa kontrolna probek
zawsze pozostawala w takich samych warunkach jak grupa napromieniana
(z wyjatkiem procesu napromieniania). Procedura ta pozwolita na pordéwnanie roznic
pomiedzy procesem starzenia probki kontrolnej i napromieniowane;.

Bezposredni wplyw promieniowania jonizujacego na roztwory — surowicy
zaobserwowano na profilach DSC probek poddanych dziataniu promieniowania
neutronowego o dawce 5 Gy, natomiast w przypadku promieni rentgenowskich dopiero
przy dawkach promieniowania powyzej 30 Gy. Wydaje si¢, ze obserwowane biochemiczne
efekty dzialania promieniowania jonizujacego wykazuja duze podobienstwo do procesow
starzeniowych. Podczas badan czasowych, zaobserwowano wyrazng tendencje do szybszego
starzenia roztworéw surowicy krwi ludzkiej w wyniku ich ekspozycji in vitro
na promieniowanie jonizujace. Charakterystyczng cechg profili DSC zmienionych
starzeniowo jest pojawienie si¢, przed przejsciem endotermicznym, niskotemperaturowego

przejScia egzotermicznego. Szybsze starzenie roztwordw surowicy nastgpuje niezaleznie
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od rodzaju zastosowanego promieniowania jonizujacego, czy zastosowanego rozpuszczalnika.
Uzycie wyzszych dawek promieniowania, zardwno neutronowego jak 1 rentgenowskiego,
wzmaga wielko$¢ efektow obserwowanych za pomoca techniki kalorymetryczne;,
a takze spektrofotometrii UV-VIS.

Przeprowadzone badania pozwalaja domniemywaé, ze promieniowanie jonizujgce
wpltywa bezposrednio 1 posrednio na konformacje biatek zawartych w roztworach.
Napromienienie roztwordw surowicy wzmaga procesy, wskutek ktorych przebiegaja
modyfikacje struktury biatek zawartych w roztworach, np. zmiany oksydacyjne, glikacyjne,
czy ogolnie — wigzania ligandow. Niemozliwe jest jednak jednoznaczne zinterpretowanie
wielkosci  bezposredniego  wplywu promieniowania neutronowego na  surowice,
poniewaz nie byto mozliwosci odseparowania efektow zwigzanych z dlugim przebywaniem
probek w temperaturze pokojowej podczas ekspozycji.

Uzyskane wyniki moga si¢ przyczyni¢ do wyjasniania mechanizmow stojacych
za skutecznos$cig radioterapii, co w perspektywie rozwoju radioterapii personalizowanej
moze okazaé si¢ szczegélnie wazne, nie tylko pod wzgledem wyboru dawki frakcyjnej

ale rowniez typu zastosowanego promieniowania jonizujacego.

Stowa kluczowe: skaningowa kalorymetria r6znicowa (DSC), denaturacja biatek, surowica

krwi ludzkiej, promieniowanie X, promieniowanie neutronowe



ABSTRACT

The direct and long-term effects of ionizing radiation on human serum solutions
were monitored by Differential Scanning Calorimetry (DSC). The aim of the study was
to observe the effects visible on the DSC profiles of the serum solutions after in vitro
exposure to neutron or X-ray radiation. The dose range of X-ray radiation from 10 Gy
to 120 Gy and neutron radiation from 5 Gy to 13 Gy was used.

Serum samples were obtained from healthy volunteers and diluted 20-fold in degassed
redistilled water or PBS buffer. Measurements were conducted by using a VP-DSC
microcalorimeter (MicroCal). Each sample was scanned twice over a temperature range
of 20 - 100 ° C with a heating rate of 1 ° C per min. All serum samples were measured every
week (till 3 weeks) after exposition to observe aging process of solutions stored under
refrigeration. The in vitro exposure process was carried out using two types of ionizing
radiation - neutrons and X-rays. The radioisotope Californ-252 was used as the source
of neutrons, and at the time of experiment the source activity was approximately
65 to 58 MBq (mean energy of neutrons 2.35 MeV). The X — rays were produced by linear
accelerator working at the nominal potential accelerating of 6 MV and an average beam
energy of 1.5 MeV, the dose rate was 450 JM / min. The control group of samples always
remained under the same conditions as the irradiated group
(except for the irradiation process). This procedure allowed the comparison of the differences
between the control and irradiated sample aging process.

Direct influence of ionizing radiation on serum solutions was observed on DSC profiles
of samples exposed to neutron radiation at a dose of 5 Gy, while in the case of X-raysonly
at radiation doses above 30 Gy. It seems that, the observed biochemical effects of ionizing
radiation are very similar to aging processes of protein solutions. A clear tendency of faster
aging of human serum solutions was observed as a result of their in vitro exposure to ionizing
radiation. A characteristic feature of the aging-altered DSC profiles was the presence
of a low-temperature exothermic transition prior to the endothermic transition. The use
of higher doses of radiation, both neutrons and X-rays, increases the magnitude of the effects
observed with the calorimetric technique as well as with UV VIS spectrophotometry.

The conducted research allows to suppose that ionizing radiation influences directly
and indirectly the conformation of proteins contained in solutions. Irradiation of serum

solutions enhances the processes which lead to the modification of the structure of proteins
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contained in the solutions, e.g. oxidative and glycation changes, or in general - ligand binding.
However, it 1s impossible to unequivocally interpret the scale of the direct effect of neutron
radiation on the sera. There was no a possibility to separate the effects related to the long stay
of samples at room temperature during exposure.

The obtained results may contribute to explaining the mechanisms of radiotherapy
effectiveness, which in the perspective of the development of personalized radiotherapy may
became particularly important, not only in terms of the selection of the fractional dose,

but also the type of ionizing radiation used.

Keywords: Differential Scanning Calorimetry (DSC), human blood serum, protein

denaturation, X-rays, neutron radiation.
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I. CEL PRACY

Celem pracy bylo zbadanie wplywu promieniowania jonizujacego na roztwory
surowicy krwi ludzkiej przy uzyciu metody skaningowej kalorymetrii réznicowej (DSC).
Obserwowano roznice widoczne na profilach DSC badanych roztwordw surowicy
po ekspozycji in vitro na promieniowanie neutronowe lub rentgenowskie w poréwnaniu
z probkami kontrolnymi. Monitorowano efekty bezposrednie oraz dlugofalowe.
Wykorzystano zakres dawek promieniowania od 5 Gy do 120 Gy:

* dla roztworéw surowicy poddanych ekspozycji na promieniowanie neutronowe uzyto
dawek 5 Gy i 13 Gy (roztwory wodne surowicy),

* dla roztworéw surowicy poddanych ekspozycji na promieniowanie rentgenowskie
uzyto dawek 5 Gy 1 10 Gy (roztwory wodne i buforowe surowicy) oraz dawek 10 Gy,
30 Gy, 70 Gy, 120 Gy w ramach pojedynczego eksperymentu dla roztworéw wodnych

SUrowicy.
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II. WSTEP TEORETYCZNY

II.1. Przedmiot badan — surowica krwi ludzkiej

Dorosty cztowiek $rednio posiada ok. 5 litow krwi, gdzie ok. 55 % stanowi osocze,
natomiast ok. 45 % elementy morfotyczne krwi. Osocze to porcja ludzkiej krwi ztozona
w ok. 93 - 91 % z wody, gdzie zaledwie ok. 7 % stanowig biatka ($rednio ok. 7.4 g/dL). Okoto
jednego, dwoch procent stanowig inne komponenty 1) organiczne np. weglowodany (gldwnie
glukoza), ttuszcze(w tym cholesterol), witaminy, hormony czy enzymy i 2) nieorganiczne
takie jak np. jony sodu, potasu chloru itd. W osoczu wystepuja rowniez gazy takie jak tlen,
dwutlenek wegla i azot. Surowica krwi to osocze pozbawione fibrynogenu oraz innych
czynnikéw krzepniecia krwi. Ze wzgledu na sposdb pozyskiwania surowica bedzie miata
wyzsze stezenie serotoniny niz osocze krwi [Rhoades et al. 2009, Khurana et al. 2013,
Boron et al. 2016]. Ogromna réznorodnos¢ pod wzgledem liczby i funkcji biatek wystepujacych
w skladzie osocza / surowicy krwi ludzkiej stanowi o ztozono$ci badanej substancji. Razem
ponad 3 tysigce poszczegolnych bialek moze wystgpowaé w jej sktadzie [Anderson et al. 2004,
Garbett et al. 2008]. Przyjmuje si¢, ze 99 % masy osocza stanowig 22 biatka (wagowo).
Najczgsciej 1 najliczniej wystepujace proteiny stanowig 90 % masy osocza i sg to: albuminy
(4.8 g/dL), IgG, fibrynogen, transferryny, IgA, 02 — makroglobuliny, al — antytrypsyna,
oraz mniej liczne dopetniacze C3, IgM 1 haptoglobina. Pozostale 9 % masy osocza stanowi
12 biatek, a trzy najliczniejsze to apolipoproteiny Al i B oraz glikoproteiny [Chaires et al. 2007,
Garbett et al. 2008, 2009, Rhoades et al. 2009, Boron et al. 2016]. Poszczegdlne biatka zawarte
w surowicy moga by¢ produkowane w réznych lokalizacjach w naszym organizmie,
np. albuminy i globuliny sg syntezowane przez komodrki watroby, natomiast gamma globuliny
w tkance limfatycznej. Zakres mozliwych funkcji jakie pelnia biatka zawarte
W osoczu / surowicy jest bardzo szeroki poniewaz maja swoj wktad w regulowaniu ci$nienia
osmotycznego krwi, utrzymaniu lepkosci krwi czy jej krzepnieciu. Oprécz ogromnych
mozliwosci transportowych (szczegdlnie albumin) biatka te odgrywaja tez role w utrzymaniu
rownowagi  kwasowo-zasadowej  organizmu, jego  mechanizmach  obronnych
(szczegdlnie immunoglobuliny) oraz odzywianiu komorek tkankowych [Khurana et al. 2013].

Proteom osocza/surowicy od dawna szeroko wykorzystywany jest w diagnostyce
medycznej. W odréznieniu od genomu, ktory jest jednakowy dla calego organizmu
1 w przyblizeniu niezmienny w czasie, proteom jest tworem dynamicznym. Jego sklad
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zmienia si¢ w czasie, w zaleznosci od fazy rozwoju danego rodzaju komorek, w ktorych zbior
biatek ulega ekspresji, czynnikow $rodowiskowych, a takze rdéznego typu interakcji.
Dodatkowo, biatka s3 modyfikowane poprzez wigzanie kowalencyjne grup modyfikujacych,
co wpltywa znaczaco na ich konformacj¢ i aktywno$¢ biologiczng. Biatka moga podlegac
szerokiej gamie proceséOw takich jak m.in. oksydacja, glikacja, glikozylacja, karbonylacja,
metylacja, hydroksylacja, fosforylacja czy prenylacja. Do jednych z najcze$ciej i1 najdluzej
badanych, wystepujacych modyfikacji biatek mozna zaliczy¢ wszelkiego rodzaju zmiany
oksydacyjne. Tlen jako czasteczka wystgpujaca w organizmie cztowiek ma szerokie funkcje:
od pozytywnych tj. uczestniczenie w procesach ulatniania potrzebnych komodrkom
do wytwarzania energii, do negatywnych t.j. uszkadzanie komorek na skutek dziatania
pod postacig anionorodnika ponadtlenkowego [Beckman et al. 1998, McCord et al. 2000].
Pod wpltywem oksydacji biatek moze dochodzi¢, np. do modyfikacji aminokwasow
aromatycznych lub nawet uszkodzen wigzan peptydowych, co moze w efekcie prowadzié
do fragmentacji ‘tancucha polipeptydowego [Dale et al. 1952, Jayson et al. 1954,
Garrison et al. 1962, 1987, Aeschelbach et al. 1976, Davies et al. 2004, 2016]. Glikacja to proces
przyltaczenia czasteczek cukrow do zwigzkéw posiadajacych wolng grupe aminowa, jakimi sg
np. biatka. Efektem glikacji jest powstawanie réznorodnych zwiazkéw, od oksydantow,
neoalergenéw, przez produkty zaawansowanej glikacji (tzw. AGEs — eng. advanced glycation
end-products) do substancji toksycznych. Jako proces wystepujacy w organizmie naturalnie,
glikacja prowadzi do modyfikacji bialek zaro6wno strukturalnej, jak tworzenie wigzan
poprzecznych migdzy tancuchami aminokwasowymi, oraz funkcjonalnych poprzez zmiang
chemicznych wtasciwosci biatka. Glikacja zapoczatkowuje rowniez seri¢ przemian Maillarda,
ktore w rezultacie mogg doprowadzi¢ do denaturacji biatek [ Hadley et al. 2001, Frolov et al. 2010,
Bodiga et al. 2013, Bohlooli et al. 2014, Thornalley et al. 2014 Kraj et al. 2018]. Fosforylacja biatka,
tzn. przylaczenie do biatka reszty fosforanowej, moze powodowad bezposrednio oprocz
zmiany konformacji znaczng zmiang¢ jego funkcji. Zmiany oksydacyjne czy glikacyjne
powoduja znaczny spadek intensywnosci obserwowanych pasm fluorescencji, co zostato
udokumentowane w doniesieniach naukowych z ostatnich lat [Chudzik et al. 2016,
Maciazek-Jurczyk et al. 2021, 2020, Szkudlarek et al. 2020]. Fosforylacja bialek istotnych dla
organizmu moze prowadzi¢, lub by¢ nastgpstwem szeregu powazanych chordb, do ktérych
mozna zaliczy¢ choroby nowotworowe. Fosforylacja jest procesem odwracalnym, wigc moze
stuzy¢ jako przetacznik aktywnos$ci biatka w zaleznos$ci czy do bialka jest przytaczona reszta

fosforanowa czy nie. Kontrola procesu fosforylacji zajmuja si¢ dwie klasyenzymoéw — kinazy
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biatkowe oraz fosfatazy [Hunter et al. 1995, Delom et al. 2006]. Biatka zdenaturowane,
nieprawidlowo sfaldowane lub rozpoznawane jako obce sg kierowane do caltkowitej
degradacji w proteasomie przez naznaczenie ich na drodze poliubikwitynacji. Ubikwitynacja
moze petni¢ rowniez funkcje regulujace aktywnos¢ biatka [Hershko et al. 1998, Soetens et al. 2002].

Badanie ilo$ciowe sktadu biatkowego surowicy/osocza krwi czy innych ptynéw
fizjologicznych dostarczy¢ wigc moze istotnych informacji o faktycznym stanie zdrowia
osoby badanej. Dodatkowo, badania naukowe prowadzone réznymi technikami zmierzajg
do pokazania, Ze proteom tych ptynéw traktowany calosciowo takze moze by¢ wykorzystany
w diagnostyce medycznej. Przykladem metody badawczej reprezentujacej takie podejscie

jest réznicowa kalorymetria skaningowa.

I1.2. Kalorymetryczne badania denaturacji termicznej biatek
osocza / surowicy krwi ludzkiej

I1.2.1. Wprowadzenie

Biochemiczne badania kalorymetryczne zwigzkéw organicznych prowadzi si¢ od lat
30 ubiegtego wieku, chociaz pierwsze aparaty do pomiard6w termicznych powstawaty
juz w XVIII wieku. Intensywny rozwdj badan biopolimeréw nastapit dzigki skonstruowaniu
wysokoczulych, adiabatycznych kalorymetrow skaningowych. Przeglad literatury tematu
wskazuje, ze badania biatek zawartych w ludzkiej krwi z wykorzystaniem techniki
skaningowej kalorymetrii réznicowej (DSC) realizuje si¢ od lat 70 ubieglego wieku,

natomiast osocza krwi ludzkiej i surowicy krwi ludzkiej od lat 90 ubieglego wieku
[Monaselidze et al. 1997, Garbett et al. 2006, 2008, 2009, 2013, 2014, 2015, 2016, Michnik et al. 2009, 2013,
2016, 2019, Fish et al. 2010, Todinova et al. 2011, Zapf et al. 2011, Ferencz et al. 2011; Wisniewski et al. 2011,
Fekecs et al. 2012, Todinova et al. 2012, Moezzi et al. 2013, 2014, Rai et al. 2013, Krumova et al. 2013, 2017,

Barcelo et al. 2015, Danailova et al. 2017, Farkas et al. 2018].

Zastosowanie DSC w badaniach biatek umozliwia bezposrednie wyznaczenie
parametrow termodynamicznych okres$lajacych ich trwalo$¢ termiczng: temperatury
denaturacji, entalpii, a na tej podstawie entropii oraz energii swobodnej Gibbsa
(entalpii swobodnej) przemian konformacyjnych. Uzyskane dane pozwalajg na wykreslenie
zalezno$ci zmian energii swobodnej Gibbsa procesu rozwijania biatka od temperatury,
ktdéra nosi nazwe ,.krzywej stabilno$ci biatka”. Wigkszo$¢ badan kalorymetrycznych przemian

konformacyjnych zachodzacych w roztworach biomolekul nastepuje w warunkach liniowego
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wzrostu temperatury. Ich przebieg uwarunkowany jest jednak szeregiem czynnikow
srodowiskowych 1 eksperymentalnych. Temu zagadnieniu po§wigcono wiele opublikowanych

prac 1 artykuldw naukowych [Dill et al. 1990, Cooper et al. 1997, Hung et al. 1998, Staniforth et al. 1998,
Tsai et al. 1998, Wang et al. 1999, Wang et al. 1999, Royer et al. 2002, 2005, Smeller et al. 2002,
Balny et al. 2002, Boonyaratanakornkit et al. 2002, Reza et al. 2002, Gryzunov et al. 2003, Stadler et al. 2004].

I1.2.2. Ilosciowa analiza krzywych DSC biatek

Z wykorzystaniem techniki skaningowej kalorymetrii réznicowej DSC mozna §ledzi¢
proces termicznej denaturacji biatek odzwierciedlony przejsciem endotermicznym (Rys. I1.1).
Proces ten, szczeg6lnie w przypadku matych bialek globularnych, moze by¢ w duzym stopniu
odwracalny. Do$¢ czgsto jednak zaraz po termicznym rozfaldowaniu polipeptydowych
tancuchéw biatka nastgpuje ich agregacja, co objawia si¢ wkladem egzotermicznym
w koncowym zakresie temperaturowym przejscia endotermicznego lub uwidacznia si¢ za nim
W postaci wyraznego przejscia egzotermicznego, jak pokazano na Rys. II.1. Nawet wtedy,
kiedy agregacja nie jest wyraznie obecna, termiczne rozfaldowanie biatka rzadko
jest procesem catkowicie odwracalnym ze wzgledu na inne zmiany chemiczne prowadzace

do nieprawidlowo pofatdowanych form.

T T T
- — 200
o i Endothermic ]
= Untolding
g _ = =1 100
s
=
I B 1°
Z i J
= Exothermic
4] .
Aggregation
- — -100
B | ] I 1 l [
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Rysunek 11.1. Przyktad profilu DSC przedstawiajgcego endotermiczny proces denaturacji termicznej
wybranego biatka oraz przejscie egzotermiczne w zakresie wysokotemperaturowym [Cooper 2001].

Analiza krzywej DSC uzyskanej dla procesu odwracalnego dostarcza jego petlnego

opisu termodynamicznego poprzez mozliwos¢ bezposredniego wyznaczania parametrOw
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termodynamicznych takich jak: temperatura przejScia 7m, zmiana pojemnosci cieplnej ACp,
entalpia kalorymetryczna AH;., (nastepnie wyliczenie zmiany entropii AS) oraz daje wglad

w proces rozfaldowania i sity zaangazowane w konformacyjng stabilno$¢ makromolekuty

biatka (Rys. IL.2).
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Rysunek 11.2. Graficzne przedstawienie wyznaczenia wybranych parametrow termodynamicznych,
gdzie ACp®™" - zmiana pojemnosci ciepinej towarzyszqcej denaturacji biatka, <Cpeo(T)> - czgstkowa
molowa pojemnos¢ cieplna biatka zdenaturowanego (<Cpp(T)>), <Cpen(T)> - czgstkowa molowa
pojemnos¢ cieplna biatka natywnego (<Cpw(T)>), <5Cpmt> - wewnetrzna nadmiarowa pojemnosc

cieplna (< sCp™ >), <5Cptrs> - nadmiarowa pojemnosc¢ cieplna przejscia (< 5Cpn>)[Jelesarov et al. 1999].

Temperatur¢ 7m wyznacza si¢ wprost z krzywej DSC bialka jako temperature,
przy ktorej wystepuje maksimum przejscia endotermicznego, a wigc maksymalna warto$¢
<ACp>. Dla poszczegdlnego biatka mozna temperatur¢ 7m nazwaé temperaturg denaturacji
tego biatka 7, Istniejg jeszcze dwie temperatury charakteryzujace proces denaturacji
termicznej danego biatka i sg to 7, oraz Ts. Temperatura, przy ktorej podczas denaturacji
termicznej potowa molekut biatka jest w stanie natywnym, a potowa w rozfaldowanym
nazywamy temperaturg 7,,. Gdy zmiana molowej energii Gibbsa (AG) przejécia dla danej
temperatury jest rowna zero, jest to temperatura Te. Scislej, krzywa stabilnoci biatka
przecina o temperatury w dwoch punktach odpowiadajacych temperaturom tzw. zimnej

1 goracej denaturacji.
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den

Wielko$¢ zmiany pojemnosci cieplnej towarzyszacej denaturacji termicznej ACp
mozna zapisa¢ uwzgledniajac czastkowa molowa pojemnos$¢ cieplng biatka natywnego
<Cpn> oraz zdenaturowanego <Cpp> za pomocg Wzoru:

ACp*" = <Cpp(T)> - <Cpu(T)> (1)
gdzie,
ACp®*" — zmiana pojemnosci cieplnej towarzyszacej denaturacji biatka,
<Cpp(T)> — czastkowa molowa pojemnos$¢ cieplna biatka zdenaturowanego,
<Cpn(T)> — czastkowa molowa pojemnos¢ cieplna biatka natywnego.
Biatko natywne ma mniejsza pojemno$¢ cieplna niz zdenaturowane. Wysoka pojemnos$é
cieplna bialka zdenaturowanego jest spowodowana gtownie hydratacja grup niepolarnych,
co ma miejsce po zniszczeniu konformacji przestrzennej biatka w wyniku procesu termicznej

den

denaturacji. Uzyskana warto§¢ ACp®" jest zazwyczaj dodatnia i zawiera si¢ w przedziale
0d 0,3 do 0,7 JK'g" dla biatek globularnych [Jelesarov et al. 1999].
Biorac pod uwage og6lny wzor na nadmiarowa czastkowa pojemnos¢ cieplng
|ACp)=(Cp)—(Cpy) 2)
mozna uwzgledni¢ dwie sktadowe:
\acp)=(scp™ +(8Cp") 3)
gdzie,
<6prn> — wewngtrzna nadmiarowa pojemnos$¢ cieplna,
<5Cp“> —nadmiarowa pojemnos$¢ cieplna przejscia.
Zazwyczaj <Cp"> jest duzo wigksza niz warto§¢ <Cp"">. Nadmiarowa pojemnos¢ cieplna
przejscia <Cp"> jest zwigzana z przechodzeniem biatka podczas denaturacji termicznej
pomiedzy stanami o roznej entalpii. Wewngtrzna pojemnos$¢ cieplna <Cp"> wigze
sie z iloscig wszystkich stanow bedacych podczas przejscia biatka ze stanu natywnego
do zdenaturowanego.
Pole pod funkcja nadmiarowej pojemnosci cieplnej przejscia (6Cp") odpowiada

nadmiarowej entalpii termicznej denaturacji AH .., ktora mozna wyrazi¢ wzorem:

T,

AH = [ (6Cp")dT 4)

T

gdzie,
T,, T, — temperatury, w ktorych wigkszo$¢ molekul znajduje si¢ odpowiednio w stanach

poczatkowym i koncowym.
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Tak wyznaczong warto$¢ entalpii mozna nazwac entalpig kalorymetryczng przej$cia AHa.
Warto$¢ ta reprezentuje prawdziwa zmiane entalpii dla przej$cia i moze by¢ wyznaczona
eksperymentalnie jako pole pod pikiem. Warto$¢ AH;, moze by¢, pod szczegdlnymi
warunkami, rowna entalpii van’t Hoffa AH,x, ktora wyznacza si¢ w oparciu o zatozony model
procesu. Rowno$¢ wartosci AHy, oraz AH,; zachodzi w przypadku kooperatywnego przej$cia
dwustanowego.

Nadmiarowg entropi¢ denaturacji mozna wyznaczy¢ za pomocg ponizszego wzoru:

T,
S, =] (6Cp™ ™ )dInT (5)

T,

Parametrem termodynamicznym okreslajacym stopien spontaniczno$ci procesu
denaturacji termicznej jest energia swobodna Gibbsa, nazywana roOwniez entalpig swobodna.
Jest to parametr wyrazajacy prace wymagang do zniszczenia natywnej konformacji biatka.
Jesli AG jest rowna zeru to uklad znajduje si¢ w stanie rownowagi termodynamicznej
albo uktad ten nie ulega zmianom. W przypadku braku doplywu energii swobodnej
z zewnatrz ukladu reakcja moze zajs¢ spontanicznie gdy AG < 0, a wymaga dostarczenia
energii jesli AG > 0. Réwnanie Gibbsa-Helmholtza pozwala okres$li¢ szybko§¢ zmian stanow
konformacyjnych zachodzacych pod wplywem ogrzewania biatek na podstawie rdznicy
entalpii pomig¢dzy stanami konformacyjnymi (natywnym 1 rozfaldowanym). Rownanie
to bierze pod uwage, czy rozfaldowanie makromolekut zachodzi z istnieniem standéw
posrednich, termodynamicznie stabilnych podczas ogrzewania. Je$li tak, to istnieja
tzw. i-te stany posrednie, ktérych wartosci AH; oraz AG; uwzglednia wzor (6). W przypadku
przejscia dwustanowego wystepuja tylko dwa stany: poczatkowo stan natywny i na koniec

reakcji stan rozfaldowany.

a [AG; AH,
L= = (©)
oT\ T |}/, T?
gdzie,
AH; — entalpia i-tego stanu,
AG; — energia swobodna Gibbsa dla i-tego stanu, ktorg mozna wyrazi¢ za pomocg wzoru:
AG=AH,-TAS, (7)

gdzie,

AS; — zmiana entropii i-tego stanu.
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Konsekwencja temperaturowych zmian pojemnos$ci cieplnej w procesie rozwijania
biatka jest temperaturowa zalezno$¢ entalpii 1 entropii kalorymetrycznej. Jesli znana
jest zmiana pojemnosci cieplnej procesu oraz zmiana entalpii i entropii w temperaturze
referencyjnej, np. w temperaturze przejscia, to korzystajac z rownan Kirchoff’a mozliwe

jest wyznaczenie zmiany entalpii/entropii w dowolnej temperaturze.

Model dwustanowy

Najwczesniejsze zastosowania DSC w badaniach biatek odnosily si¢ do termicznie
indukowanych, kooperatywnych przemian matych biatek globularnych [Privalov et al. 1986].
Takie przemiany konformacyjne moga by¢ rozwazane jako proces dwustanowy, co uproszcza
interpretacje poniewaz entalpia kalorymetryczna AH;, bedzie odpowiada¢ entalpii van’t Hoffa
AH,; [ Milardi et al. 1996, Privalov et al. 1979]. Jesli spetnione jest zaloZenie, Ze nie wystepuja stany
posrednie, przejScie biatka ze stanu natywnego w rozfaldowany 1 odwrotnie

(proces odwracalny) mozna przedstawi¢ za pomocg schematu:
NeU (8)
gdzie,
N — stan, w ktorym biatka znajduja si¢ w formie natywne;j,
U — stan, w ktorym biatka znajduja si¢ w formie rozfaldowane;.
Stata rownowagi K takiego uktadu bedzie wyrazona jako:
K=[UJ/[N], )
gdzie,
[U] — stezenie biatka w stanie rozfaldowanym,
[N] — stezenie biatka w stanie natywnym [Potekhin el al. 1998].
Przy przejsciu ze stanu N do U w warunkach réwnowagi:
26°=—RTin ) = _Rrink
[N] , (10)
Temperaturowg zmiennos¢ statej rOwnowagi z entalpig reakcji wigze roGwnanie van’t Hoffa:

oln([UJ[N])_AH
oT ~ RT?

(11)

gdzie,
R — stala gazowa.
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Jesli uzyto poprawnej wartosci stezenia biatka przy normalizacji krzywej DSC
oraz wykonano poprawng korekcj¢ linii bazowej, a entalpie kalorymetryczna i1 van’t Hoffa
roznig si¢, to zalozony model rozfaldowania biatka moze by¢ zty. Je§li np. w procesie
rozfaldowania wystgpuja etapy posrednie, woOwczas przejScie termiczne jest szersze
1 AH,y < AH. Alternatywnie, jesli biatko rozfatdowuje si¢ kooperatywnie jako np. dimer
(lub wyzszy oligomer), to przejscie bedzie ostrzejsze i AH,n > AH;.. Przy takiej interpretacji
nalezy jednak zachowac¢ ostrozno$¢, poniewaz jeszcze inne czynniki moga modyfikowac
ksztatt przejscia. Jednym z takich waznych czynnikéw jest np. nieodwracalna, zwykle
egzotermiczna agregacja termicznie rozfaldowanych czasteczek biatka, ktora zaburza
przejscie prowadzac do nieprawidlowego oszacowania zaréwno entalpii kalorymetrycznej
jak 1 van’t Hoffa [Cooper et al. 2000].

W modelu dwustanowym nadmiarowa pojemnos¢ cieplna moze by¢ wyrazona

Za pomocg wzoru:

AH® K
ACp)= :
Acp) RT? (K+1f

(12)

Model dwustanowy dobrze opisuje odwracalng denaturacj¢ termiczng malych biatek
w ujeciu przejscia z formy natywnej (N) bezposrednio do formy zdenaturowanej (U)
bez uwzglednienia wystepowania standéw posrednich czy proceséw egzotermicznych

[Hallerbach et al. 1998, Arroyo-Reyna et al. 2004].

Model Lumryego - Eyringa

W praktyce, dla wielu bialek, szczeg6lnie tych bardziej ztozonych, proces denaturacji
termicznej nie moze by¢ uznany za dwustanowy 1 wymaga nieco innego podejscia
[Mateo et al. 1988, Privalov et al. 1982, 2007]. Uwzgledni¢ nalezy tez czy nie zachodza procesy
egzotermiczne takie jak agregacja biatek powodujace tez, ze AHw > AHw
[Sanchez Ruiz et al. 1988, Galisteo et al. 1991]. Jesli przej$cie termiczne jest nieodwracalne 1 zalezne
od szybkosci skanowania, to mozna zalozy¢, Zze termiczna denaturacja bialka przebiega
wedlug schematu, w ktorym forma natywna biatka przechodzi w nieodwracalnie
zdenaturowang zgodnie z reakcjg kinetyczng charakteryzowang stalg szybkosci reakeji
pierwszego rzedu.

Model Lamryego - Eyringa zawiera polaczenie przejscia typu roOwnowagowego
z nieodwracalnym procesem kinetycznym. Mozna go zapisa¢ w nastepujace sposoby:
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NoU-oI (13)
k
1 )
N U—b 5 (14)
%

gdzie,

N — forma natywna biatka,

U — forma rozfaldowana bialtka,

I — forma nicodwracalnie zdenaturowana,

K = ki/k, — stala rownowagowa pomigdzy stanem natywnym i rozfatdowanym,
k lub k; — stata szybkos$ci procesu nieodwracalnego.

Model Lamryego — Eyringa zaklada wigc mozliwo$¢ zajscia procesu nieodwracalnej
denaturacji termicznej biatka, co nie bylo brane pod uwage w modelu dwustanowym.
Zaleznie od wzajemnej relacji pomiedzy ki, k. i k; model reprezentuje rézne przypadki
procesu denaturacji biatka. Jesli k; << k, , to biatko moze ulec odwracalnemu procesowi
denaturacji 1 przejs¢ ze stanu natywnego (N) do stanu rozfaldowanego (U).
W innym przypadku, gdy o k; >> k,, biatko moze ulec nieodwracalnej denaturacji i przej$¢
ze stanu natywnego (N) w nieodwracalnie zdenaturowany (I) z szybkos$cia okreslona
przez stalg szybkosci ks. Dzieje si¢ tak przy procesach autolizy, agregacji lub po zaj$ciu
zamiany chemicznej reszt aminokwasowych [Klibanov et al. 1987, Ahern et al. 1987].
Nie ma wtedy mozliwosci zastosowania  termodynamicznej analizy roéwnowagowe;j
ale mozna wyznaczy¢ entalpi¢ procesu rozfatdowania biatka AH [Sanchez-Ruiz et al. 1988, 1992,
Creveld et al. 2001].

W literaturze spotyka si¢ mnogie zastosowania i wersje modelu Lumryego — Eyringa
poniewaz model ten jest dos¢ ogodlny, cho¢ uwzglednia najwazniejsze aspekty
termodynamiczne oraz wklady kinetyczne. Niewatpliwie najwigksza zaleta modelu L-E
jest duza mozliwo$¢ modyfikacji 1 dopasowania do specyfiki badanych bialek lub nawet

ztozonych kompleksow takich jak biatko — ligand [Sanchez-Ruiz et al. 1988, 1992, Milardi et al. 1994,
1996, Kurganov et al. 1997, Lyubarev et al. 1998 et al. 1998, Lyubarev et al. 1998, 2000, Krupakar et al. 1999,

Fessas et al. 2001].
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I1.2.3. Profile DSC  surowicy krwi - interpretacja
oraz mozliwosci ich wykorzystania w diagnostyce medycznej

Wynikiem pomiaru kalorymetrycznego roztworu osocza / surowicy jest profil DSC
(nazywany tez krzywa DSC), ktory pokazuje zlozone przejscie endotermiczne
odzwierciedlajace proces dentaruracji termicznej bialek zawartych w badanym roztworze.
Wykonane pomiary dla roztwordw roznych frakcji biatek osocza/surowicy pozwolity
zauwazy¢, ze nawet przy identycznych warunkach eksperymentalnych przejscia
endotermiczne dla tych biatek czgsto bywaja zloZzone, o zréznicowanym ksztalcie
1 roznigcych si¢ zakresach denaturacji, co ilustruje Rysunek II.3 zaczerpnigty

z pracy Garbett et al. [Garbett et al. 2009].

Rysunek 11.3. Zestawienie profili DSC uzyskanych dla poszczegdlnych biatek w roztworach buforowych
(PBS)[Suplement Garbett et al. 2009].
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Mozna zatem wnioskowac, ze krzywe DSC roztworow poszczegdlnych bialek réznig
sig: 1) zakresem przej$cia endotermicznego — poszczegolne proteiny moga denaturowac
W nieco innym zakresie temperaturowym, 2) ksztaltem przejscia endotermicznego — przejscie
moze by¢ proste z widocznym na krzywej DSC jednym maksimum lub ztozone z kilkoma
rozréznialnymi maksimami lokalnymi, 3) temperaturg denaturacji, 4) kooperatywnoscia
przejscia, tzn. wigksza lub mniejszg ,,wysmukloscig” obserwowanego piku.

Sktad biatek zawartych w badanej probce biologicznej determinuje ksztalt
uzyskiwanego profilu DSC. Proteom ptyndéw fizjologicznych zmienia si¢ w czasie i zalezy
od czynnikéw S$rodowiskowych. Zatem wszystkie czynniki, jakie beda wplywaé na stan
zdrowia pacjenta / ochotnika przed oddaniem krwi mogg decydowac o sktadzie 1 ilosci biatek
zawartych w danej porcji surowicy / osocza. Spektrum takich czynnikéw jest bardzo szerokie:
poczawszy od ogolnego stanu zdrowia osoby oddajacej krew (dieta, infekcje, choroby),
poprzez stan kondycji fizycznej (uprawianie sportu, przebyty wysitek przed oddaniem krwi)
czy nawet suplementacj¢ lub przebyte zabiegi (np. kriostymulacji) [Todinova et al. 2011, 2012,
2018, Krumova et al. 2015, Michnik et al. 2018, 2020, Duch et al. 2019, 2020].

Nalezy podkresli¢, ze kazdy z wyzej wymienionych czynnikdéw, w rdéznym stopniu,
wpltywa na otrzymywany sklad bialek w probce surowicy / osocza danej osoby.
Przy zapewnieniu takich samych warunkéw eksperymentalnych, dla oso6b zdrowych,
z tej samej grupy etnicznej, w podobnym wieku, prowadzacych zblizony tryb zycia,
profile DSC roztworéw surowicy / osocza krwi sa bardzo zblizone. Dlatego wazny
jest umiejetny wybor grupy kontrolnej, dzigki ktéremu, badania kalorymetryczne pozwalaja
na ocen¢ profili DSC surowic / osocza oso6b chorych w poréwnaniu do zdrowych,
0sOb uprawiajgcych wyczynowo sport w porownaniu z mato aktywnymi fizycznie.
Daja one takze mozliwo$¢ $ledzenia zaawansowania danej choroby czy skuteczno$ci

zastosowanej terapii [Garbett et al. 2008, 2009, Michnik et al. 2010, 2018, Chagovetz et al. 2011,
Todinova et al. 2011, 2012, 2018, Mehdi et al. 2012, Fekecs et al. 2012, Barcelo et al. 2015,
Krumova et al. 2015, Kikalishvili et al. 2015, Kedra-Krolik et al. 2017, Velazquez-Campoy et al. 2018,

Tenchov et al. 2019, Wiegand et al. 2019, Antonova et al. 2020, Dande et al. 2020].

Wyjatkowos¢ proteomu jest podstawa, ktoéra w rezultacie determinuje zmienno$é
osobniczg obserwowanych profili DSC surowicy / osocza krwi ludzkiej. Chociaz réznig
si¢ one osobniczo to ich ogdlny ksztalt nosi wyrazne cechy wspodlne. Przy ustalonych
warunkach eksperymentalnych, obserwowane przejscie jest w dobrym przyblizeniu sumg

wktadéw, w odpowiednich proporcjach, od procesow denaturacji termicznej protein
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znajdujacych sie w badanym roztworze (Rys. I1.4). O ksztalcie profilu DSC decyduja
w najwigkszym stopniu biatka wystepujace w surowicy / osoczu w najwigkszych ilosciach
oraz te, ktorych profile DSC wyrdzniaja si¢ w danych warunkach doswiadczalnych w sposob

charakterystyczny, jak np. haptoglobiny.

Rysunek 11.4. Profil DSC roztworu buforowego osocza krwi ludzkiej (linia przerywana, kolor czarny)
oraz profile DSC poszczegdlnych  biatek  wchodzgcych w  sktad ludzkiego  osocza
(linia ciggta, rozne kolory)[Garbett et al. 2009].

Rysunek 1I1.4 prezentuje krzywa DSC buforowego roztworu osocza krwi ludzkiej
[Garbett et al. 2009], natomiast na Rysunku IL5 poréwnano krzywe DSC wodnego
oraz buforowego roztworu surowicy krwi [Michnik et al. 2021A]. Uzyskiwane profile DSC
surowicy i osocza sg w duzym stopniu podobne — krzywe DSC surowicy krwi ludzkiej r6znig
si¢ od profili dla osocza gltéwnie brakiem wkladu od fibrynogenu do obserwowanego
przejécia endotermicznego. Nalezy pamigtac, ze poszczegolne frakcje biatek badane w innym
rozpuszczalniku moga da¢ krzywag DSC o nieco innym ksztalcie. Rysunek II 3. przedstawia
zestawienie usrednionych profili DSC roztworéw wodnych oraz buforowych surowic
pozyskanych od tych samych kilkunastu os6b zdrowych w podobnym przedziale wiekowym
[Michnik et al. 2021A]. Rdznig si¢ one ksztattem, iloscia widocznych maksimow lokalnych
oraz szerokoscig potowkowa przejscia endotermicznego co zostanie blizej opisane

w Rozdziale IV.1.
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Rysunek 11.5. Zestawienie usrednionych krzywych DSC roztworu wodnego (linia ciggta, niebieska)
oraz buforowego (linia kropkowana, czarna) surowicy krwi ludzkiej [michnik et al. 2021A].

Wazng roznica, z potencjatem jej praktycznego wykorzystania, jest wyraznie widoczne
w przypadku wodnych roztwordéw surowicy maksimum lokalne pochodzacy od haptoglobiny
(przy okoto 62 °C). Zaréwno w wodnych jak 1 buforowych roztworach haptoglobiny przejscie
endotermiczne jest smukle i ma bardzo malg szeroko$¢ potowkowa (HHW), co $wiadczy
0 jego duzej kooperatywnosci [Rys. IL.1 i Rys. 3 w Michnik et al. 2021A]. Stosunkowo duza
intensywno$¢ 1 ,,0stro$§¢” przejScia sprawia, ze nawet niewielka ilo$¢ haptoglobiny
w surowicy krwi zdrowego czlowieka moze znaczaco wptywaé na jej profil DSC
[Michnik et al. 2021A]. Jednakze, na przejsciu endotermicznym obserwowanym dla surowic
w buforze PBS, pik od tego biatka naktada si¢ na przejscia innych, obficiej wystepujacych
w surowicy bialek i1 nie moze by¢ zidentyfikowany bez wykonania dekonwolucji przejscia.
W przypadkach, gdy na profilach DSC roztworéw wodnych surowicy widoczne maksimum
przy okoto 62 °C ma duza intensywno$¢, mozna wnioskowa¢ o znacznie podwyzszonym
poziomie haptoglobiny, ktdéra jest bialkiem ostrej fazy, nalezacym do frakcji a2 globulin.
Taki ksztalt uzyskanego profilu DSC moze sugerowac¢ obecnos¢ silnej infekcji, stanu
zapalnego lub przebytego urazu u osoby, ktora oddata krew do badania. Profil DSC surowicy
dostarcza wowczas cennej informacji diagnostycznej.

Kolejnym charakterystycznym biatkiem, ktore nalezy bra¢ pod uwage analizujac
ksztalt profili DSC w roztworach wodnych i1 buforowych jest transferyna. Profil DSC
roztworu buforowego transferyny posiada trzy dobrze widoczne maksima lokalne.

Trzecie maksimum lokalne ujawnia si¢ przy temperaturze ok. 83 °C (Rys. IL.3),
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co moze thumaczy¢ tak dobrze widoczny wklad od procesu denaturacji transferyny
na buforowych profilach DSC surowic. W roztworze wodnym na profilu DSC transferyny
uwidaczniajg si¢ tylko dwa maksima lokalne — brak jest maksimum lokalnego lub uwidacznia
si¢ tylko rami¢ przy temperaturze ok. 83 °C [Michnik et al. 2021A]. W rezultacie badane
roztwory wodne surowic rzadziej maja na krzywych DSC dobrze widoczne maksimum
przy temperaturze ok. 83 °C. Czasami mozna je jednak zaobserwowal, poniewaz jego
zrodtem moze by¢ takze denaturacja domeny CH3 immunoglobuliny G (IgG).

Calkowity poziom biatek w surowicy to 60-80 g/L, gdzie wkiad od albuminy wynosi
35-50 g/L, a od immunoglobulin 12 — 18 g/L. Albumina jako bialko, ktéore w surowicy
wystepuje w najwigkszej ilosci bedzie w duzym stopniu wplywaé na uzyskiwany ksztait
krzywej DSC surowicy. W osoczu albumina stanowi ok. 60 % masy wszystkich biatek w nim
zawartych. Jedng z cech albuminy jest tatwo$¢ przylaczania do niej mniejszych molekut
co powoduje, iz jest ona biatkiem $wietnie transportujacym roznorodne ligandy
[Peters et al. 1997]. Wczesniejsze badania pokazaly, ze wigzanie ligandow zmienia profil DSC
albuminy [Shrake et al. 1988, Yamasaki et al. 1992, Michnik et al. 2007, Bohlooli et al. 2014,
Ajmal et al. 2017, Guglielmell et al. 2018, Gorobets et al. 2019, Gan et al. 2021]. Stwierdzono takze,
ze profil DSC nieligandowanej albuminy w roztworze buforowym (pH 7.2) i wodnym
znacznie si¢ rozni [Michnik et al. 2010]. W roztworze buforowym na krzywych DSC albuminy
jest widoczne wysmukle przejscie endotermiczne o matej szerokosci potowkowej (HHW),
natomiast w roztworze wodnym otrzymujemy szerokie przejscie. Termiczna denaturacja
nieligandowanej albuminy jest wigc procesem bardziej kooperatywnym w roztworze
buforowym niz wodnym. W przypadku albuminy z przytagczonymi kwasami thuszczowymi,
w obydwu zastosowanych rozpuszczalnikach otrzymuje si¢ podobne profile DSC
[Michnik et al. 2010]. Na parametry przej$cia reprezentujacego termiczng denaturacj¢ albuminy
w okreslonych warunkach fizykochemicznych wptywaja takze jej modyfikacje oksydacyjne.
Doniesienia Bruschi et al. wskazuja na wzrost termicznej stabilnosci albuminy po utlenieniu
[Bruschi et al. 2013].

W przypadku profili DSC vy globulin w roztworach buforowych powyzej temperatury
ok. 71 °C widoczne jest bardzo zaawansowane przejscie egzotermiczne, co moze wskazywaé
na sktonnos¢ do agregacji tej frakcji bialek w zadanych warunkach fizykochemicznych
[Michnik et al. 2010]. Rozpatrujac ztozonos$¢ przebiegu procesu denaturacji termicznej y globulin
nalezy pamigtaé, ze w ich sklad wchodza gltéwnie immunoglobuliny. Immunoglobuliny

to grupa bialek o podobnej budowie podstawowej struktury, ale przejawiajaca ogromnag
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zmienno$¢  sekwencji  aminokwasowych ~ w  zmiennych  domenach.  Dzigki
tej charakterystycznej cesze immunoglobuliny moga wigza¢ do siebie poszczeg6dlne antygeny,
co wspomaga kompleksowa ochrong¢ organizmu czlowieka. Podstawowy schemat budowy
czasteczki immunoglobuliny jako hetero-tetrameru ztozonego z dwoch taficuchow cigzkich
oraz dwoch lekkich jest widoczny na Rysunku I1.6 A. Rysunek ten przedstawia proces
denaturacji termicznej immunoglobuliny IgG1. Garber et al. pokazali, w ktorych przedziatach
temperaturowych widoczne s3 na profilu DSC wklady od procesow denaturacji
poszczegdlnych domen czasteczki IgGl: CH2, Fab (miejsce wigzace antygen) oraz CH3

[Garber et al. 2007].

Rysunek 11.6: Rysunek A przedstawia profil DSC IgG1 z wyszczegdlnionymi wktadami procesow
denaturacji domen pokazane za pomocq dekonwolucji uzyskanej krzywej DSC. Rysunek B przestawia
zestawienie  krzywych DSC wykonanych dla roztworéw 4 podklas immunoglobulin G
(lgG1, IgG2, 19G3, IgG4) [ Garber et al. 2007].

Rysunek 11.6 B ukazuje krzywe DSC dotyczace proceséw denaturacji termicznej

czterech podklas immunoglobulin IgG. Nalezy zawazy¢, ze cho¢ podklasy IgG
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réznig poszczegodlne biatka zaledwie jedna domenag to uzyskane krzywe DSC roznig
si¢ dla poszczegolnych podklas. Przejscie endotermiczne dla IgG posiada od 1 (IgG3)
do 2/3 maksimoéw lokalnych (IgG1 1 IgG2). Maksimum przejscia dla poszczegolnych podklas
wystepuje przy innych temperaturach. Czasteczki IgG3 sa bardziej odporne termicznie

niz pozostale podklasy immunoglobulin G [Garber et al. 2007].

I1.2.4. Czynniki wplywajgce na uzyskiwany ksztalt krzywej
DSC surowicy krwi ludzkiej

Ksztatt uzyskiwanej krzywej DSC osocza / surowicy krwi ludzkiej zalezny
jest od szeregu czynnikow zaré6wno biologicznych, jak i  $rodowiskowych
czy eksperymentalnych. Ustandaryzowanie procedur prowadzenia eksperymentu z uzyciem
probek biologicznych pozwala na ograniczenie wpltywu czynnikéw Srodowiskowych
oraz eksperymentalnych. Odpowiedni dobor procedur oraz zrozumienie jak moze przebiegac
proces denaturacji poszczegélnych biatek, biorac po uwage oddziatywania pomigdzy
poszczegolnymi biatkami, biatkami i rozpuszczalnikiem, biatkami i ligandami jest bardzo
wazne. Lepsze poznanie wplywu wybranych czynnikow na profile DSC pozwala
na trafniejszg interpretacj¢ ztozonego profilu DSC roztworu surowicy krwi ludzkie;.

Profil termicznej denaturacji surowicy krwi silnie zalezy od rodzaju rozpuszczalnika,
jego skladu oraz pH czy stezenia uzyskiwanego roztworu, a takze od warunkéw prowadzenia
eksperymentu (np. rodzaj zastosowanej aparatury pomiarowej, szybkos¢ skanowania).
Wynika to z podobnych zaleznosci stwierdzonych na podstawie pokaznego materialu
doswiadczalnego zebranego dla roztwordw bialek. Zmiana temperatury, ci$nienia, st¢zenia,
pH czy sity jonowej roztworu moze wptywaé na konformacje zawartych w nim bialek,
co znajduje odzwierciedlenie w przebiegu procesu ich rozfatdowania.

Wiele doniesien literaturowych na przestrzeni ostatnich 40 lat na temat badan
termicznej stabilno$ci biatek (ludzkich, ro$linnych, enzymatycznych, pochodzenia
bakteryjnego) metoda DSC potwierdza, ze te same biatka w réznych roztworach
(charakteryzujacych si¢ innym pH, sila jonowa, skladem) moga ulega¢ denaturacji
w odmienny sposob, co ujawnia si¢ w ksztalcie rejestrowanych profili DSC [Cho et al. 1982,
Schoppe et al. 1997, Creagh et al. 1998, Garnier et al. 2002, Michnik et al. 2005, Bychkova et al. 2022].

Badania oddzialywan bialek z innymi biatkami nabieraja coraz wigkszego znaczenia
w kontekscie badan zaro6wno biologicznych jak 1 medycznych [Gregory et al. 1995,

Golemis et al. 2005, Waksman et al. 2006, Nussinov et al. 2009, Cai et al. 2012]. Biatka majg ogromna
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zdolno$¢ do interakcji nie tylko ze sobg nawzajem, ale réwniez z wieloma innymi molekutami
niezaleznie od ich rozmiaru. Dodatkowo laczg si¢ one z innymi molekulami w S$cisle
okreslony sposob, ze wzgledu na swoja budowe chemiczng oraz specyficzng zorientowang
przestrzennie strukturg. Cho¢ dzieli¢ interakcje bialek mozna na oddziatywania stale
1 przejsciowe to nawet kompleksy przejsciowe moga dalej taczy¢ si¢ z innymi zwigzkami,
np. z molekutami rozpuszczalnika. Proces denaturacji danego biatka moze ulega¢ modytikacji
w obecnosci innego. Badajac mieszaniny najliczniej wystepujacych w surowicy / osoczu
bialek zaobserwowano, ze zarowno albuminy jak i o, B globuliny hamuja agregacje v globulin
w roztworach buforowych. Natomiast w obecnosci y globulin, stwierdzono zmniejszong
stabilno$¢ oraz zwigkszong podatno$¢ na agregacje albuminy w roztworach wodnych
[Michnik et al 2010]. Znaczenie interakcji bialek z biatkami oraz bialek z molekutami
rozpuszczalnika stanowi zagadnienie biologicznie fundamentalne.

Wiazania ligandow moga znaczaco wptywac zaro6wno na strukturg jak i wlasciwosci

fizykochemiczne biatek [Musante et al. 2006, Michnik et al. 2006, 2009, Garidel et al. 2009,
Bohlooli et al. 2014, Minami et al. 2014, Pirnau et al. 2018, Maciazek-Jurczyk et al. 2018, 2020, Szkudlarek et

al. 2017, 2020, 2022]. Jesli przylaczenie ligandu nastgpi do biatka w stanie natywnym
lub do czgéciowo zdenaturowanej formy, to stabilno$¢ struktury biatka z ligandem moze ulec
zmianie. W efekcie odpornos¢ termiczna takiego kompleksu (biatko - ligand) bedzie inna.
Obserwowane za pomocg techniki DSC przej$cie endotermiczne zwigzane z procesem
termicznej denaturacji zlozonego kompleksu moze przebiega¢ w innym zakresie
temperaturowym niz w przypadku biatka bez ligandu. Wyniki badan DSC wskazuja,
ze przylaczenie ligandu do formy natywnej bialka moze powodowaé wzrost temperatury,
przy ktorej wystepuje maksimum przejScia (Tm) [Michnik et al. 2006, Koslen et al. 2019].
W pracy Gan et al. dotyczacej wigzan lekéw do biatek zawartych w krwi pokazano,
ze wigzanie matych molekul do albuminy ludzkiej (HSA), a wigc zmiana jej konformacji,
wplywa nie tylko na efekt farmakokinetyczny ale réwniez na fizjologiczne funkcje biatka.
Poprzez dotaczenie ligandu wzrasta stabilno$¢ termiczna kompleksu albumina — ligand.
Rysunek II. 7 zostal zaczerpnigty z wymienionej publikacji 1 jasno pokazuje przesuniecie
przejscia endotermicznego dla albuminy (HSA) wraz z przylaczonym ligandem

|(HSA-T1 lub HSA-T2) w strong wyzszych temperatur [Gan et al. 2021].
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Rysunek 1I.7. Zestawienie profili DSC albuminy krwi ludzkiej (HSA), albuminy z Tenovinem 1
oraz albuminy z Tenovinem 6. Zéttq liniq jest zaznaczone potozenie maksimum lokalnego dla krzywej
DSC albuminy bez liganddw [Gan et al. 2021].

Przytaczenie ligandu moze nastgpi¢ rowniez do zdenaturowanej formy biatka. Efektem
bedzie obserwacja na krzywych DSC procesu termicznej denaturacji w nizszych
temperaturach (Zasada Le Chatelier — Braun) oraz nizsza warto§¢ Tm [Cooper et al. 1993, 2000].
Oproécz przesuni¢¢ przejscia endotermicznego w stron¢ nizszych lub wyzszych temperatur
na skutek przylaczenia ligandow do makromolekut biatek, ksztalt przejicia
moze ulec zmianie. Doniesienia literaturowe z konca XX wieku wykazaty bimodalny
charakter przejs¢ dla niektorych kompleksow biatko — ligand [Shrake et al. 1988, 1990,
Yamasaki et al. 1992, Giancola et al. 1997, Cooper et al. 2000].

Dodatkowo  wlasciwosci  fizykochemiczne  roztworéw  bialek moga by¢
tez modyfikowane eksperymentalne, np. poprzez ekspozycje na promieniowanie UV

[Artyukhov et al. 2001, Michnik et al. 2008], czy promieniowanie jonizujace [Michnik et al. 2013,
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Smelzer et al. 2015, Michnik et al. 2016, Baccaro et al. 2018]. Probki pobrane od réznych oséb

wykazuja zmienng osobniczo promieniowrazliwos¢ [IAEA 2010, Gasinska 2001].

I1.3. Ztozono$¢ dzialania promieniowania jonizujacego
na roztwory biatek surowicy krwi ludzkiej

Wplyw  promieniowania jonizujagcego na wigkszo$¢ struktur biologicznych
1 organizmow jest dobrze znany. Wydaje si¢, ze mechanizmy naprawy komorek zostaly
doktadnie opisane. Modyfikacje konformacyjne biatek 1 ich stabilno$¢ po ekspozycji
na promieniowanie jonizujace sg jednym z fundamentalnych zagadnien w konteks$cie zarowno
radiobiologicznym czy radioterapeutycznym [Stripe et al. 2016, Slonina et al. 2016,
Mishyna et al. 2017, Gramatyka et al. 2018]. Bialka bowiem moga by¢ kluczowymi celami
uszkodzen wskutek oddzialywania promieniowania jonizujacego na substancje / obiekty
biologiczne [Kashkin et al. 1966, Smeltzer et al. 2015, Radman et al. 2016, Vergara et al. 2018].
Wzrost liczebno$ci oksydacyjnych uszkodzen struktury biatek moze by¢ fenotypowa
przyczyna szybszego starzenia si¢ protein, co tlumaczyloby teze zaproponowang
przez Radman et al., Ze biatka sg kluczowymi celami biologicznych skutkow promieniowania.
Zdaniem autorow proteom moze odgrywac bardziej decydujaca role w regeneracji komorek
po ekspozycji na promieniowanie niz genom [Radman et al. 2016]. Naukowcy wcigz badaja
wplyw promieniowania jonizujacego na biatka takze pod katem aplikacyjnym w przemysle
spozywczym [Baccaro et al. 2018]. Od wielu lat promieniowanie jonizujace jest szeroko
stosowane do sterylizacji 1 modyfikacji zywnos$ci. Procedura ta pozwala na podniesienie
jakos$ci 1 wydtuzenie okresu przydatnosci do spozycia wielu produktéw. Dawki najczesciej
stosowane w takim przypadku oscyluja na poziomie kilkudziesieciu kGy, zaczynajac
od 1 kGy do nawet 70 kGy [Ciesla et al. 2007, 2010].

Uwaza si¢, ze dawki z zakresu od 1 Gy wzwyz sg w stanie wptywacé na interakcje
oraz strukture bialek [Reisz et al. 2014]. Wybrany, do badan w ramach niniejszej pracy, zostal
zakres dawek promieniowania rentgenowskiego od 5 Gy do 120 Gy. Dawki od 8 Gy do 15 Gy
sa najczeSciej stosowane jako dawki frakcyjne w radioterapii  stereotaktycznej
(SBRT — eng. stereotactic body radiation therapy) [Wulf et al. 2004]. Taki sam zakres dawek
jest tez powszechnie stosowany jako dawki catkowite w przypadku napromieniania calego
lub polowy ciala w technikach TBI i1 HBI (TBI — eng. fotal body irradiation,
HBI — eng. half body irradiation) [Mekdash et al. 2017]. Dawka 10 Gy jest szeroko stosowana
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w radiochirurgii stereotaktycznej (RS) jako dawka calkowita lub frakcyjna podana
w pojedynczej frakcji podczas sesji radioterapeutycznej [Kalapurakal et al 2006].
RS stata si¢ metoda odpowiednig dla chirurgicznie niedostgpnych guzéw, szczegdlnie zmian
nowotworowych w obrgbie os$rodkowego ukladu nerwowego [Mitrasinovic et al. 2019].
Radiochirurgia stereotaktyczna jest czgsto stosowana z/po innych terapiach, takich
jak radioterapia catego mézgu (WBRT — eng. whole brain radiotherapy) w przypadku
przerzutow do mozgu wielu rodzajow nowotwordOw [Combs et al. 2004, Yomo et al. 2013,
Possanzini et al. 2018]. Dawke 10 Gy, jako dawke frakcyjna, stosuje si¢ rowniez w przypadku
leczenia paliatywnego zaawansowanych nowotworéw ginekologicznych [Onsrund et al. 2001].
Dawki z zakresu od 5 Gy do 75 Gy, uzywane sg w radioterapii jako dawki catkowite,
podawane pacjentowi we frakcjach od 1.8 Gy do 2 Gy [Yoo el al. 2010, Gabry$ et al .2011,
Leszczynski et al. 2012, Hung et al. 2022]. Wysokie dawki frakcyjne promieniowania, od 20 Gy
do nawet 40 Gy, stosuje si¢ jako dawke w terapii stereotaktycznej wczesnego stadium,
a tak powstalg terapi¢ nazywa si¢ przyspieszonym cze$ciowym napromienieniem raka piersi
(APBI — eng. accelerated partial breast irradiation) [Rahimi et al. 2017]. W przypadku APBI,
jako techniki leczenia stosuje si¢ teleradioterapi¢ (np. IMRT — eng. intensity modulated
radiotherapy, radioterapia wigzka z modulacjg intensywnosci dawki) albo brachyterapie.
Promieniowanie neutronowe bylo wykorzystywane w radioterapii powszechniej
w ubieglym wieku, natomiast stosunkowo duza czg¢stos¢ wystepowania skutkéw ubocznych
spowodowata odejscie od tej metody terapeutycznej [Laramore et al. 1985, Buchholz et al. 1992,
Douglas et al. 2003]. W jednostkach naukowych bywa stosowana terapia borowo-neutronowa
(BNCT — eng. Boron Neutron Capture Therapy), zaprojektowana aby wspomoc leczenie
pacjentow z nowotworami zlo§liwymi obszaru glowy [Barth et al. 2015, Dai et al. 2022,
Chen J et al. 2022, Chen YW et al. 2022, Monti Hughes et al. 2022, Porra et al. 2022, Kanygin et al. 2022].
BNCT nie jest jednak globalnie wykorzystywana w leczeniu klinicznym. Waznym aspektem
zwigzanym z promieniowaniem neutronowym jest produkcja neutronow wtdrnych,
ktore sa skutkiem ubocznym terapii podczas stosowania wysokoenergetycznego
promieniowania X lub protonowego. Dla wigzek o nominalnej warto$ci napigcia
przyspieszajacego powyzej 8 MV, moga zachodzi¢ reakcje fotojadrowe (y,n), (y,2n)
z elementami glowicy akceleratora, nastgpnie reakcje jadrowe (n,y) ze wszystkimi
elementami wyposazenia bunkra tgcznie z powietrzem wewnatrz. W rezultacie, podczas sesji
terapeutycznej pacjent jest wystawiony nie tylko na dzialanie wiazki terapeutycznej,

ale rowniez neutronow oraz fotondw generowanych wtdrnie. Analiza efektow dziatania
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czastek wtornie produkowanych podczas radioterapii jest prowadzona eksperymentalnie

1 teoretyczno-eksperymentalnie za pomocg zaawansowanych modeli symulacyjnych
[Spurny et al. 1996, Kry et al. 2009, Polaczek-Grelik et al. 2010, 2012, Janiszewska et al. 2014,

Ezzati et al. 2017, Romero-Exposito et al. 2016, Smith et al. 2019, Leite et al. 2021]. Badanie wplywu
neutronow na organizm ludzki jest wigc zagadnieniem bardzo istotnym radiobiologicznie.

Promieniowanie rentgenowskie 1 neutronowe mogg mie¢ szkodliwy wplyw
na organizmy zywe, poniewaz powoduja jonizacje¢ materii. W ocenie stopnia uszkodzen
po ekspozycji na promieniowanie jonizujace nalezy wzig¢ pod uwage powierzchni¢
wystawiong na dziatanie promieniowania (w tym rodzaj narzadu /tkanki), wielko$¢ zadanej
dawki, czas ekspozycji oraz rodzaj zastosowanego promieniowania. Promieniowanie
rentgenowskie oddzialuje z materig najczes$ciej poprzez efekt fotoelektryczny, zjawisko
Comptona lub tworzenie par. Prawdopodobiefstwo zajscia danego efektu zalezy S$cisle
od energii promieniowania padajacego na materi¢, przy nizszych energiach dominowac
bedzie efekt fotoelektryczny, nastgpnie efekt Comptona, a przy energiach wysokich tworzenie
pary elektron-pozyton. W przypadku prowadzonych badan dotyczacych probek
biologicznych, zjawiskami dominujacymi sg efekt fotoelektryczny oraz zjawisko Comptona.
Neutrony jako czastki elektrycznie neutralne bezposrednio nie wywoluja jonizacji.
W efekcie oddziatywania z materig neutrony wywotuja zjawiska takie jak reakcje jadrowe
czy elastyczne rozpraszanie na lekkich jadrach atomowych i protonach. Neutrony jonizuja
wigc materi¢ posrednio, poprzez jonizacje spowodowang przez wytworzone czastki
natadowanej wskutek reakcji jadrowych.

Skutki oddziatywania promieniowania jonizujacego z materig biologiczng moga
zaleze¢ od szeregu czynnikéw fizycznych (np. rodzaju promieniowania, dawki)
1 biologicznych (w przypadku oddziatywania na komodrki np. poziom utlenowania,
promieniowrazliwo$¢, stopien uwodnienia). Zalezno$¢ obserwowanych skutkow od natury
oddziatywania réznych rodzajow promieniowania jest $cista. Czastki zdolne do intensywnej
jonizacji, takie jak ciezkie jony, czgstki alfa czy neutrony s3 zdolne silnie jonizowac
na stosunkowo krotkim odcinku przebytej drogi w materii. Natomiast oddziatywanie
promieniowania rentgenowskiego czy promieniowania gamma powoduje jonizacj¢ na dlugiej
drodze ale o stosunkowo niskiej intensywnosci. Dzieje si¢ tak ze wzgledu na oddawanie catej
badz czgsci energii fotonow na zajScie efektow — fotoelektrycznego, tworzenia par
1 Comptona. Ilo$¢ energii utraconej przez czastki jonizujace materi¢, przez ktorg przechodza

na odcinku drogi ich jonizacji okres$la liniowy przekaz energii(LPE lub LET — eng. linear
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energy transfer) wyrazony w jednostkach keV/um [ Goodhead et al. 1989, Gasifska 2001].
Parametrem uwzgledniajacym  zalezno$¢  skutecznosci  biologicznej od  rodzaju
promieniowania, dawki (w tym mocy dawki i liczby frakcji) oraz rodzaju materii
poddanej  dziataniu = promieniowania  jest wzgledna  skuteczno$¢  biologiczna
(WSB lub RBE - eng. relative biological effectiveness). Warto§¢ RBE jest wprost
proporcjonalna do ilorazu dawki wiazki standardowej oraz dawki wigzki testowane;.
Przyjmuje si¢ tez modyfikacje wzoru jako iloraz dawki promieniowania X (o maksymalnej
energii 250 kV) wywolujacej efekt F oraz dawki innego promieniowania wywotujacej efekt F,
gdzie F oznacza dowolny efekt [Gasiiska 2001]. Rysunek II.8. przestawia
tzw. krzywa przezywalnosSci frakcji komorek poddanych dziataniu dwoch rodzajow
promieniowania — neutronowego (wysokie LET) oraz rentgenowskiego (niskie LET).
Przy zastosowanej dawce 4 Gy promieniowania neutronowego liczba frakcji komorek,
ktére nie ulegly zniszczeniu jest znikoma, w pordwnaniu do liczby frakcji komorek

napromienionych fotonami o takiej samej dawce.

Rysunek 11.8. Krzywa przezywalnosci komorek eksponowanych na promieniowanie X
lub promieniowanie neutronowe [Gasiriska 2001].

Ogolne biologiczne skutki oddziatywania promieniowania jonizujacego z materig
biologiczng mozna podzieli¢ na dwa rodzaje — skutki stochastyczne oraz deterministyczne.

Jesli czesto$¢ wystapienia spodziewanych efektow ekspozycji na promieniowanie jonizujgce
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zalezy od wielkosci zadanej dawki promieniowania, to nazywa si¢ je skutkami
stochastycznymi. Je§li wraz ze wzrostem dawki, wzrasta stopien zaawansowania
wystepujacych uszkodzen popromiennych to skutki te nazywa si¢ deterministycznymi.
Skutki deterministyczne wystepuja tylko powyzej pewnego progu dawki, zaleznego
od rodzaju promieniowania oraz materiatu / struktury eksponowanej na promieniowanie
jonizujace [Broszkiewicz et al. 1963, Gorczyca et al. 1997, Pruszynski et al. 2005].
Wyrdznia si¢ dwa mechanizmy oddziatywania promieniowania z biologicznie
waznymi elementami komorki (Rys. 11.9):
* Bezposredni — tzw. efekt tarczy — uszkodzone zostaja najbardziej wrazliwe struktury
komoérkowe przez wolny elektron (25%), dominuje przy oddzialywaniu
z promieniowaniem o wysokim LET,
* Posredni — uszkodzenie struktur komoérki przez wolne rodniki na skutek radiolizy

wody (75%), dominuje przy oddziatywaniu z promieniowaniem o niskim LET.

INDIRECT
ACTION

Rysunek 1.9. Posrednie i bezposrednie dziatanie
promieniowania jonizujgcego na przyktadzie nici DNA
[Hall et al. 2000].

Wolne rodniki to jony, atomy lub czasteczki, ktore maja od jednego do kilku
niesparowanych elektronow na powloce walencyjnej. Wolne rodniki moga istniec
samodzielnie ale w wigkszosci przypadkéw sa zwigzkami nietrwatymi i silnie reaktywnymi.
Zrédto  powstawania  wolnych  rodnikéw ~ moze  byé  wewnatrzkomérkowe
(powstaja w mitochondriach podczas normalnych przemian fizjologicznych w komorce)

lub zewnatrzkomoérkowe (pod wpltywem dziatania czynnikow zewnetrznych). Szerokie
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spektrum promieniowania elektromagnetycznego jest znanym czynnikiem generujacym
powstawanie w wigkszych ilosciach wolnych rodnikéw. Do czynnikow zewngtrznych
zwigkszajacych produkcje reaktywnych form tlenu (ROS — eng. reactive oxygen species)
nalezg: ultradzwigki, hipoksja czy wysitek fizyczny.
Promieniowanie jonizujace powoduje radioliz¢ wody, na skutek czego
rowniez powstawac¢ mogg wolne rodniki. Proces jonizacji wody sklada si¢ z trzech etapow:
* [ etap — procesy fizyczne — wzbudzenie i1 jonizacja czasteczek wody, czas trwania

ok. 107,
H,0—=2 5 H.O

E; —
H,O—>H,0" +e

e I etap — procesy chemiczne — skutkiem zajscia reakcji jest powstawanie wolnych
rodnikow  (stanowigcych fragmenty czasteczek) 1 elektronéw uwodnionych

(niesparowanych), czas trwania ok. 10-13s,

gdzie,

OH’ - wolny rodnik wodorotlenkowy.

Rodnik wodorotlenkowy jest najbardziej uszkadzajacym czynnikiem makroczasteczek
biologicznych, cho¢ jego czas dziatania i zasieg jest bardzo krotki.

 III etap — procesy biochemiczne — czas trwania ponad 10™*s
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gdzie,

O, - Anionorodnik ponadtlenkowy.

Anionorodnik ponadtlenkowy moze réwniez uczestniczy¢é w reakcjach, ktorych efektem
bedzie powstawanie kolejnych aktywnych form tlenu nazywanych reaktywnymi formami
tlenu (ROS — eng. reactive oxygen species)[Beckman et al. 1998, McCord et al. 2000].

Biatka osocza krwi ludzkiej majg wlasciwosci ochronne wzgledem reaktywnych form
tlenu ROS poprzez mozliwo$¢ wychwytu 1 zwigzania wolnych rodnikéw. Albumina
jako bialko posiadajace duze zdolnosci wigzania ligandow, wigze od 10 % do nawet 50 %
nadtlenkow obecnych w osoczu [Jézwiak et al. 2012]. Oddzialywania wolnych rodnikow
powstalych na skutek radiolizy wody z biatkami moga powodowa¢ zmiany oksydacyjne

biatek, fragmentacje, a nawet agregacje, co zostato blizej opisane w Rozdziale I1.1.

I11. MATERIAL I METODYKA

III.1. Materiat badawczy — surowica krwi ludzkiej

Materiat badawczy wuzyskano w ramach wspotpracy =z Katedra Nauk
Fizjologiczno - Medycznych Akademii Wychowania Fizycznego im. Jerzego Kukuczki
w Katowicach. Protokét badan byt zgodny z wytycznymi Deklaracji Swiatowego
Stowarzyszenia Medycznego w Helsinkach oraz zostat zatwierdzony przez Instytucjonalny
Komitet Etyki Akademii Wychowania Fizycznego im. Jerzego Kukuczki w Katowicach
(certyfikat zatwierdzenia nr 4/2013).

Probki surowicy uzyskano z krwi pobranej od 26 zdrowych, mtodych ochotnikow
w wieku 25 + 5 lat (20 me¢zczyzn oraz 6 kobiet) (Rys. III.1). Krew pobierano z zyty
ochotnika, a nastepnie probki surowicy zostaty uzyskane przy uzyciu rutynowych procedur.

Przechowywanie surowic odbywato si¢ w temperaturze -20 °C.

Rysunek Ill.1. Surowica krwi ludzkiej.
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II1.2. Przygotowanie probek

Po rozmrozeniu probki surowicy krwi danej osoby, sporzadzane byly 20 — krotnie
rozcienczone wodne lub buforowe roztwory. Do roztworéw wodnych uzywana byla
odgazowana woda destylowana, po rozcienczeniu surowicy pH roztworow wynosito
6.5 = 0.5. Do sporzadzenia roztworow buforowych stosowano odgazowany bufor PBS
(0.001M, pH = 7.4). Swiezy roztwor surowicy krwi uczestnika badania byt nastepnie dzielony
na dwie porcje w celu uzyskania: probki przeznaczonej do ekspozycji na promieniowanie
jonizujace  (prébki napromienianej) oraz proébki Kkontrolnej (Rys. II1.2).
Napromieniowywanym probkom zawsze towarzyszyly odpowiednie probki kontrolne,

przebywajace (poza sama ekspozycja) zawsze w takich samych warunkach.

Rysunek 1ll.2. Roztwory surowicy krwi ludzkiej jednego ochotnika
(probka kontrolna oraz napromieniana)).

II1.3. Proces ekspozycji 1n  vitro probek  surowicy
na promieniowanie jonizujace

II1.3.1. Ekspozycja na promieniowanie neutronowe

Zrédlem neutronéw o $redniej energii 2,35 MeV byt radioizotop Californ-252, ktérego
aktywno$¢ w czasie eksperymentu wynosita od 65 do 58 MBq. Czas potowicznego zaniku
tego izotopu to 2.646 lat. Rozpada si¢ on poprzez przemiang alfa (97%) oraz rozszczepienie
spontaniczne (3%).

Roztwér surowicy podczas procesu ekspozycji na promieniowanie neutronowe

znajdowal si¢ okoto 0.5 cm ponad zrédtem promieniowania (Rys. I11.3). W pomieszczeniu
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oprocz probki napromienianej zawsze znajdowata si¢ rowniez probka kontrolna umieszczona

za ostong w pewnej odlegtosci od zrodta. Temperatura w pomieszczeniu wynosita 20 £+ 2 °C.

Rysunek 111.3. Proces ekspozycji roztworu surowicy na promieniowanie neutronowe z wykorzystaniem
zrédta Californ-252

Wigkszos¢ probek poddanych dziataniu promieniowania neutronowego zostata
napromieniona dawka 5 Gy. Wykonano tez cykl pomiaréw dla jednej probki z zadang dawka
13 Gy. W tej czg$ci doswiadczenia badano tylko wodne roztwory surowicy krwi ludzkie;j.
Czas ekspozycji, zaleznie od aktywnosci zrodla w okresie ekspozycji, wynosit od 24 do 26
godzin dla uzyskania dawki 5 Gy. W przypadku probki napromienianej dawka 13 Gy czas
ekspozycji wynosit 69 godzin. Byt on wyliczany na podstawie wzoru (15) z wykorzystaniem
makra utworzonego w programie Excel:

1= KaC At (s
4l
gdzie,
H - dawka rownowazna,
Tekspozycii — €Zas ekspozyciji,
k. - wspotczynnik konwersji gestosci strumienia na moc dawki rOwnowaznej,
C, - liczba neutrondw wysylana w pelny kat brylowy na 1s na 1GBq,
A - aktywno$¢ zrodta [GBq],
1 - odlegtos¢ od zrédta [cm].
Wykorzystane dane:
k.= 1.30* 10 [mSvxcm*h's],
Ao= 0.153 [GBq] (aktywnos¢ poczatkowa zrodla, zgodnie z certyfikatem producenta),
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Tz (pOlzaniku) =  2.646 lat,

t=  zmienny [miesigce],

A= zmienna [GBq] (aktywno$¢ zrodta obecnie),
C.= 1.16 ¥ 10° [s"'"GBq'],

H= zmienna [mSv],

1= 0.5[cm]

Eng = 2.35 [MeV] ($rednia energia neutronéw ze zrodta #*Cf).

I11.3.2. Ekspozycja na promieniowanie X

Roztwory surowicy zostaty poddane ekspozycji na promieniowanie X o nominalnej
wartos$ci napigcia przyspieszajacego 6MYV, generowane przez liniowy akcelerator medyczny
firmy Elekta (Rys. 111.4 A,B). Badania byly prowadzone w NU-Med Centrum Diagnostyki
1 Terapii Onkologicznej Katowice. Proces napromienienia odbywat si¢ w oparciu
o dedykowany ,plan leczenia” opracowany przy pomocy systemu planowania leczenia
Oncentra Masterplan z uzyciem algorytmu obliczania dawki Collapsed Cone. Dla kolbki
zawierajace] wode zostalo wykonane badanie za pomocg tomografii komputerowe;.
Nastepnie uzyskane dane =zostaly zaimportowane do systemu planowania leczenia.
W celu uzyskania homogenicznej dawki zostaly wykorzystane dwa naprzeciwlegle pola
uksztattowane za pomoca kolimatora MLC (Agility™ multileaf collimator) (Rys. II.5 A, B
oraz Rys. II1.6). Uzyta zostala wigzka o potencjale nominalnym 6 MV 1 $redniej energii
wigzki 1.5 MeV, moc dawki wynosita 450 JM/min. Temperatura w pomieszczeniu
terapeutycznym wynosita okoto 22 £ 1 °C, tak samo jak temperatura w sterowni akceleratora,

w ktorej podczas ekspozycji przebywata probka kontrolna.

Rysunek 1ll.4. Proces ekspozycji roztworu surowicy na promieniowanie X z wykorzystaniem
akceleratora medycznego.
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Rysunek 1ll.5. Rozktad dawki w fiolce zawierajgcej probke — zrzuty ekranu z systemu planowania
leczenia w dwdch ptaszczyznach (A — przekrdj czotowy, B — przekrdj poprzeczny).

Distance: 100.00 cm
Zoom 100%

Beam 1
Plan1
Gantry: 90.00 deg

Rysunek 1ll.6. Ksztaft pola napromieniania dopasowany za pomocq kolimatora MLC — zrzut ekranu
z systemu planowania leczenia.

Podczas badan wptywu promieniowania X na surowic¢ krwi ludzkiej wigkszo$¢ probek
zostala napromieniona dawkami 5 Gy oraz 10 Gy. Badano roztwory wodne oraz buforowe.
Jesli byla mozliwosé, to badania dla surowicy pobranej od tego samego ochotnika,
przeprowadzono w dwoéch rozpuszczalnikach.

W celu zbadania zalezno$ci obserwowanych zmian od wielkos$ci zadanej dawki
promieniowania, dodatkowo zastosowano dawki: 10 Gy, 30 Gy, 70 Gy, 120 Gy (Tabela III.1).

Serie badan wykonano tylko dla roztworéw wodnych.
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Tabela Ill.1. Czas ekspozycji probek surowicy na promieniowanie X w zaleznosci od zadanej dawki.

Czas napromieniania [JM] Czas
napromieniania
Dawka [Gy] Kat 90 Kat 270 [min]
5 2283 227.9 1.0
10 452.3 451.5 2.0 :
30 1345 1344.7 6.0 '
70 4140 4140 18.4 |
120 5380 5380 23.9 '

II1.4. Aparatura pomiarowa

II1.4.1. Mikrokalorymetr VP-DSC

Pomiary przeprowadzono z wykorzystaniem mikrokalorymetru VP-DSC firmy
MicroCal  (Northampton, MA) (Rys. III.7A) 2z oprogramowaniem VPViewer
wspotpracujacym z aplikacjg Origin. Dodatkowo zestaw uzupeinia urzadzenie ThermoVac
stuzace do odgazowywania i termostatowania probek oraz czyszczenia komor pomiarowych
(Rys. III.7B). Do precyzyjnego, prawidtlowego natozenia probek, potrzebny jest lejek oraz
dwie specjalne strzykawki: Hamilton z tepo zakonczong igla o odpowiedniej dlugosci oraz
strzykawka z igla zaopatrzong w pierécien, do wyrownywania poziomu zaaplikowanego

roztworu w rurkach kapilarnych prowadzacych do komor pomiarowych (Rys. I11.8).

Rysunek Ill.7. Mikrokalorymetr VP-DSC (A) oraz urzqdzenie ThermoVac stuzqce do odgazowywania
cieczy (B).
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Rysunek 1lI.8. Zestaw potrzebny do prawidtowego
natfozenia  probki:  a)  lejek, b)  strzykawka
z pierscieniem do wyrdwnywania poziomu cieczy w
odprowadzeniach kapilarnych (Rys. 111.9),
c) strzykawka Hamilton z igtg odpowiedniej dtugosci
o tepej koricdwce do naktadania probek.

Aparat, ktory byl wykorzystany do wykonania wszystkich pomiarow w niniejszej
pracy jest przeznaczony glownie do badan probek w stanie cieklym. Urzadzenie pracuje
w stosunkowo waskim zakresie temperatur od 0 do 130 °C, z maksymalng szybkos$cig grzania
90 stopni/godz. i chlodzenia 60 stopni/godz. Mikrokalorymetr VP-DSC to kalorymetr
z dwoma niewyjmowalnymi komorami pomiarowymi wykonanymi z tantalu. Komory maja
objetos¢ ok. 0.514 ml. Schemat takiego typu kalorymetru przedstawia Rysunek II1.9 [Plotnikov
et al. 1997]. Jedna komora jest przeznaczona na probke, natomiast druga to komora
referencyjna dla substancji wzorcowej. Dzigki wykorzystaniu takiego typu aparatu,
mozliwa byla rejestracja bardzo matych efektow cieplnych jakie towarzysza zjawisku

denaturacji termicznej bialek w roztworach surowicy krwi.

Rysunek  1ll.9.  Schemat  budowy
mikrokalorymetru z dwoma
niewyjmowalnymi komorami (1, 2)
umieszczonymi w osfonie termicznej (9).
Najwazniejsze elementy budowy
aparatu to: elementy grzewcze gftdwne
(3, 4) i pomocnicze (18, 19), krystaliczny
czujnik do pomiaru rdznicy temperatur
miedzy dwoma komorami (8), czujniki
temperaturowe (12), miernik efektu
cieplnego (7), urzgdzenie chtfodzqco —
grzewcze  (10)  sterowane  przez
reqgulator ~ (11).  Schemat  zostat
zaczerpniety z pracy Plotnikov et al.,
gdzie  mozna  znalezé  pozostafe
oznaczenia elementéw
[Plotnikov et al. 1997].
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II1.4.2. Spektrofotomer Jasco V530

Badania zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem spektrofotometru Jasco V-530
(Rys. 1I1.10). Jest to urzadzenie wyposazone w pojedynczy monochromator oraz dwa zrodia
fali $wietlnej: lampe deuterowag (190 — 350 nm) oraz halogenowa (350 — 1100 nm).

Jako detektor zastosowana zostala fotodioda.

Rysunek 111.10. Spektrofotometr Jasco V-530.

II1.5. Metodyka badan kalorymetrycznych

Dla kazdej probki zostaty wykonane po dwa skany w zakresie temperatur 20 — 100 °C
z szybkos$cig grzania 1°C/min, 15-minutowym czasem termostatowania przed wiasciwym
pomiarem przy ciSnieniu okoto 1.7¢10° Pa. Bioragc pod uwage charakter przej$cia
denaturacyjnego biatek surowicy, zastosowano pasywny tryb pomiaréw. Okres filtrowania
danych (tzw. Filtering Period — czas u$redniania pobieranych danych) ustalono na 16,
biorac pod uwage, ze zakres odpowiedni dla pomiaréw biatek to 10 — 20 sek.

Za pomocg programu Origin 5.0 z naktadkg firmy MicroCal uzyskane wyniki zostaty
opracowane do dalszej analizy. W pierwszym etapie od surowych krzywych DSC surowic
odjeto instrumentalng lini¢ bazowa, ktérg stanowit skan woda-woda lub bufor-bufor
w zaleznosci od uzytego w danej serii pomiarowej rozpuszczalnika. Nastgpnie zostala
przeprowadzona normalizacja st¢zeniowa, aby zaprezentowaé uzyskane wyniki
w przeliczeniu na 1 gram biatka catkowitego surowicy. Ilo$¢ biatka w badanej objetosci
probki pomiarowej (obje¢tos¢ komory mikrokalorymetrycznej to 0.5137 mL) miescila

sigw przedziale 1.5 — 2.7 g. Zawarto§¢ biatka catkowitego w probkach surowicy byla
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oznaczana w ramach biochemicznych badan laboratoryjnych, a ewentualne korekty
zawarto$ci biatkaw przygotowanych roztworach wprowadzane byly na podstawie widm
UV-VIS tych roztworéw. Od znormalizowanych profili DSC zostata nastgpnie odj¢ta linia
bazowa typu liniowego. Ostateczne wyniki sg przedstawione jako pozorna nadmiarowa
pojemnos$¢ cieplna Cp*™ [J g °C™'] w funkcji temperatury T [°C].

Poszczegodlne etapy przetwarzania krzywych DSC pokazano na Rys. III.11 — Rys. II1.14

dla przyktadowych roztworéw buforowych surowicy krwi ludzkie;j.

Rysunek 1l.11 Krzywe DSC (po dwa skany) po odjeciu linii instrumentalnej bufor-bufor
oraz po normalizacji na 1 gram biatka.

Rysunek 111.12 Krzywe DSC zarejestrowane po dwa skany dla trzech probek: wyjsciowej (czarny),
kontrolnej (niebieski) oraz napromienionej (czerwony), gdzie linie grube reprezentujq pierwsze skany,
cierisze natomiast drugie skany.
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Rysunek 111.13 Proces wyznaczania linii bazowej za pomocq narzedzi dostepnych w programie Origin
5.0 z naktadkg firmy MicroCal.

Rysunek Il.14 Pierwszy skan roztworu surowicy po odjeciu linii bazowej.

Z tak opracowanych krzywych DSC zostaty wyznaczone parametry termodynamiczne
obserwowanych przejs¢:
1) temperatura przejscia T, [°C] (temperatura w maksimum piku) oraz temperatury
maksimow lokalnych T;[°C] (najczesciej i =1, 2, 3),
2) pojemno$¢ cieplna Cp™ [J g' °C'] odpowiadajaca temperaturze przej$cia
oraz temperaturom maksiméw lokalnych (wtedy oznaczana jako Cp %),
3) zmiana entalpii procesu termicznej denaturacji bialek surowicy AH [Jg7]

(obliczona jako pole pod pikiem w zakresie temperaturowym przej$cia endotermicznego),
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4) warto$¢ szerokosci potowkowej (HHW) przejscia w potowie wysokosci piku,

ktory je reprezentuje.

I11.6. Metodyka badan spektrofotometrycznych

Probki surowicy krwi ludzkiej po umieszczeniu w kwarcowej mikrokuwecie
(droga optyczna 3 mm — Rys. II.15) byly mierzone w zakresie od 200 nm do 800 nm
z dokladnos$cig pomiaru 1 nm 1 szybkoscig skanowania 400 nm / min. Rejestrowano widma
absorpcyjne roztworow surowicy krwi ludzkiej: 1) zaraz po sporzadzeniu roztworow,
2) po ekspozycji na promieniowanie jonizujace oraz 3) co tydzien do 2 — 4 tygodni.
Za pomoca dedykowanego programu Spectra Analysis byta prowadzona analiza otrzymanych
widm absorpcyjnych, zaré6wno wodnych jak i buforowych, roztworéw surowicy krwi

ludzkiej.

Rysunek 111.15. Mikrokuwety kwarcowe — referencyjna wypetniona wodqg i pomiarowa wypetniona
roztworem surowicy krwi ludzkiej.

II1.7. Tryb pomiarow

Dla roztworow  surowicy byly wykonywane pomiary kalorymetryczne
oraz spektrofotometryczne:

1. $wiezo przygotowanych roztwordw surowic (préobki wyjsciowe), probek

kontrolnych oraz probek napromienionych zaraz po zakonczeniu procesu

ekspozycji na promieniowanie lub 1 dzien po ekspozycji (1d)
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2. przechowywanych w lodéwce w temperaturze ok. 4 °C probek napromienionych oraz
kontrolnych; pomiary wykonywano co tydzien przez okres 1 - 4 tygodni od ekspozycji
na promieniowanie (1t, 2t, 3t, 4t).

W celu obserwacji bezposrednich efektow dziatania promieniowania neutronowego
na roztwory surowicy krwi ludzkiej, mozliwie najszybciej po zakonczeniu ekspozycji
bytly wykonywane pomiary DSC dla prébek napromienionych oraz kontrolnych. Ze wzgledu
na zmieniajacg si¢ w czasie aktywnos¢ zrddta neutrondow oraz brak termostatowania
pomieszczenia, w ktorym przeprowadzany byt eksperyment napromieniania okreslong dawka,
zarowno czas ekspozycji, jak i temperatura otoczenia nie byly takie same w poszczegolnych
seriach pomiarowych. Rygorystycznie pilnowano jednak, aby probki: kontrolna

1 napromieniowywana zawsze przebywaly w jednakowych warunkach.

II1.8. Statystyczna analiza otrzymanych wynikow

Analiza statystyczna danych zostala przeprowadzona z wykorzystaniem programu
Statistica 12. Wyznaczono statystyki opisowe parametrow przejs¢ termicznych
oraz wykonano odpowiednie testy w celu potwierdzenia istotnosci zmian tych parametrow
w czasie 1 wykazania rdéznic pomi¢dzy Srednimi warto§ciami parametrow dla grupy surowic
napromieniowanych i kontrolnych. Przyjety prog istotnosci statystycznej wynosit p < 0.05.
W celu sprawdzenia normalnosci rozktadu otrzymanych parametréw termodynamicznych
stosowano test Shapiro-Wilk’a. Jesli nie stwierdzono istotnych odstepstw od rozktadu
normalnego, przeprowadzono analize¢ wariancji dla powtarzanych pomiarow ANOVA,
gdzie czynnikiem powtarzanych pomiaréw byt czas. Wyrdzniono 3 poziomy tego czynnika:
pomiary wykonywane zaraz po zakonczeniu ekspozycji na promieniowanie neutronowe (1d),
pomiary po 1 - 2 tygodniach (1-2t) od ekspozycji, pomiary po 3 - 4 tygodniach od ekspozycji
(3-4t). Jako =zmienng grupujaca (jako$ciowa) przyjeto rodzaj probki: kontrolna
lub napromieniona. W przypadku znaczacych odchylen rozktadow od rozkladu normalnego,
zmiany parametrow w czasie potwierdzono za pomocg nieparametrycznego testu Anova
Friedmana. Roznice pomiedzy wynikami dla surowic eksponowanych na promieniowanie
i kontrolnych analizowano stosujac test t-Studenta lub nieparametryczny test

U Manna-Whitneya.
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IV. WYNIKI

IV.1. Odzwierciedlenie zmiennos$ci osobnicze] proteomu
surowicy krwi w profilach DSC wodnych 1 buforowych
roztworow surowic

Zrédtem przejéé termicznych obserwowanych na krzywych DSC  roztworéw
surowic / osocza krwi jest proces denaturacji obecnych w nich biatek. Pod wptywem rosnacej
temperatury nastepuje rozfaldowanie *tancuchéw polipeptydowych bialek zwigzane
z niszczeniem licznych stabych wigzan stabilizujacych ich strukture. Nastepuje takze zmiana
hydratacji biatka. PrzejScie biatka ze stanu natywnego w zdenaturowany jest przemiang
endotermiczng. W pewnych warunkach procesowi rozfaldowania towarzyszy jeszcze
agregacja biatka, ktora najczesciej jest procesem egzotermicznym.

Profile DSC zaprezentowane na Rysunku IV.1 przedstawiaja przykladowe surowe
dane uzyskane w dwoch seriach pomiarowych (jedna dla roztworéw wodnych (Rys. IV.1A),
druga dla roztworow buforowych (Rys. IV.1B) surowicy) technika skaningowej kalorymetrii
roznicowej. Zarowno w przypadku wodnych, jak 1 buforowych roztwordéw surowic,
niskotemperaturowy zakres (przed przejSciem endotermicznym) na krzywych DSC
otrzymanych w pierwszym skanie wskazuje na liniowe zmiany pojemnos$ci cieplnej
ze wzrostem temperatury. Jest to zgodne z danymi literaturowymi [Privalov et al. 1996, 1997],
pokazujacymi liniowy wzrost pojemnosci cieplnej biatek w formie natywnej, zanim
rozpocznie si¢ proces ich termicznej denaturacji. W zakresie temperatur od okoto 45 °C
do okoto 90 °C, na krzywych DSC ujawnia si¢ przejscie endotermiczne zwigzane ze zmiang
konformacji biatek w wyniku ich termicznej denaturacji. Obszar temperatur wysokich
(od ok. 90 °C) na profilach DSC jest odzwierciedleniem zmian pojemnosci cieplnej
zdenaturowanych biatek obecnych w roztworze. Zwykle nie sa to juz zmiany typu liniowego,
przebieg krzywej mozna dopasowaé za pomocag wielomianu. Pojemnos$¢ cieplna biatek
rozfaldowanych jest wigksza niz bialek w formie natywnej. Czesto po przejsciu
endotermicznym moze by¢ tez obserwowane przejscie egzotermiczne, Zwigzane z procesem
agregacji rozfaldowanych tancuchow polipeptydowych biatek [Ladbury et al. 1997].
Na Rys. VI.1 nie jest ono widoczne. Drugi skan pokazuje zmiany pojemnosci cieplnej biatek
zdenaturowanych podczas pierwszego przebiegu. Brak przejscia $wiadczy o tym, ze zmiany

zachodzace w surowicy po ogrzaniu do 100 °C sg nieodwracalne.
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Rysunek IV.1 Profile DSC (surowe dane) surowicy pochodzqcej od tego samego ochotnika w dwdch
rozpuszczalnikach: wodzie (A) oraz buforze (B), gdzie: krzywa czarna — pierwszy skan,

7

Ksztalt ztoZzonego przejscia endotermicznego rejestrowanego dla roztworéw surowicy
metodg roznicowej kalorymetrii skaningowej DSC wynika z sumy wkladow (w odpowiednich
proporcjach) obecnych w nich bialek oraz oddzialywan pomiedzy tymi biatkami
oraz pomigdzy biatkami 1 rozpuszczalnikiem. Biatka wystepujace w wigkszej ilosci
(w  szczegllnosci  albuminy, immunoglobuliny), daja zatem wigkszy wklad
do obserwowanych przejs¢ na krzywych DSC. Uwzglednienie wkladow 16 najobficiej
wystepujacych w osoczu bialek, w tym albuminy, immunoglobulin (IgG, IgA, IgM),
fibrynogenu 1 transferyny pozwala na dobre odtworzenie ksztattu przej$cia endotermicznego
[Garbett et al. 2008, 2009]. Uzyskiwany ksztalt profilu DSC jest zwigzany z proteomem badane;j
surowicy, ktory zmienia si¢ dynamicznie w czasie i zalezy od wielu czynnikow. Profile DSC
surowicy krwi tej samej osoby wykonane w wigkszym odstepie czasowym (w takim samym
rozpuszczalniku) moga r6zni¢ si¢ nieznacznie lub nawet w stopniu znaczacym. Zmiana diety,
kondycja zdrowotna, suplementacja, itp. moga wplynac na nieznaczne réznice w otrzymanym
ksztatcie profili DSC. Jesli obserwowane bylyby znaczne zmiany w ksztatcie krzywych DSC
surowicy tego samego pacjenta to najprawdopodobniej moga by¢ one zwigzane jego stanem
zdrowotnym.

Porownanie krzywych na Rys. IV.I A i B wskazuje, zZe ksztalt przejscia
endotermicznego odzwierciedlajacego proces denaturacji biatek surowicy w wodzie
1 w buforze PBS wyraznie r6zni si¢. To zagadnienie opisano i przedyskutowano w artykule

opublikowanym w JTAC (JTAC — eng. Journal of thermal analysis and calorimetry)
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[Michnik et al. 2021A]. Wyniki przeprowadzonych pomiaréow pokazaly takze, ze zaroéwno
dla roztworéw wodnych jak i1 buforowych surowic ilo§¢ widocznych maksiméw lokalnych
na profilach DSC jest zmienna osobniczo, cho¢ dla oséb zdrowych profile te wykazuja duze
podobienstwo. Ksztalt otrzymanego profilu DSC niezaleznie od zastosowanego
rozpuszczalnika silnie zalezy od proteomu surowicy. Na Rys. IV.2 zilustrowano krzywe DSC
surowic pochodzacych od kilku o0sob nie zglaszajacych problemow zdrowotnych w czasie

kilku tygodni poprzedzajacych moment pobrania krwi do badania.
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Rysunek IV.2 Profile DSC (po normalizacji stezeniowej) dla przyktadowych roztwordw surowicy krwi
ludzkiej: wodnych (A) oraz buforowych (B).

W efekcie zastosowania wody jako rozpuszczalnika (pH ~ 6.5) dla surowicy krwi
ludzkiej otrzymujemy profile DSC, gdzie najczg$ciej mozna wyrdznié trzy lokalne maksima
(Rys IV.1 A, IV.2 A, IV.3). Pierwsze maksimum, przy ok. 57 © C (nie zawsze widoczne
jako wyrazne ekstremum lokalne), jest glownie zwigzane z wkladem od nieligandowane;j
albuminy oraz o, globulin [Michnik et al. 2006, 2007, 2008, 2010, 2013, 2021A]. Nastgpne dwa
maksima lokalne pochodza od o; i o, globulin oraz B i y globulin. Wystepowanie
1 intensywno$¢ drugiego maksimum lokalnego w okolicach 62 °C jest silnie osobnicze.
Zwiazane jest ono glownie z procesem denaturacji termicznej haptoglobiny (bialka ostrej
fazy) 1 czasami nie ujawnia si¢ w postaci charakterystycznego ostrego piku. Trzeci pik,
przy temperaturze okoto 70 °C reprezentuje gléwnie wklady od immunoglobulin
[Michnik et al. 2008, 2010, 2013, 2016, 2018, 2020, 2021A]. Znaczacy wktad do przejscia
w tym zakresie temperaturowym mogg dawac takze albuminy z przytaczonymi ligandami,
np. kwasami thuszczowymi [Shrake et al. 1988, 1990, Michnik et al. 2006].

Czasem przy temperaturze ok. 83 °C wystepuje rowniez czwarte maksimum lokalne.
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W przypadku profili DSC roztworéw wodnych surowic, najczgsciej widoczne jest w okolicy
tej temperatury tylko rami¢ (Rys 2 — krzywa czerwona). Podobnie jak w przypadku
roztworow buforowych osocza, pochodzi ono gtéwnie od domeny CH3 immunoglobuliny
IgG1 i / lub transferyny [Garber et al. 2007, Garbett et al. 2008, 2009, Schaefer et al. 2018,
Jonas et al. 2018, Michnik et al. 2021A]. Warto jednak podkresli¢, ze profile DSC uzyskiwane
dla transferyny w roztworze wodnym [Michnik et al. 2021A Rys. 4] oraz buforowym
[Garbett et al. 2008 Suplement Rys. 1] znaczaco si¢ r6znig. Dodatkowo sktad rozpuszczalnika
ma wplyw na stabilno$¢ termiczng i koloidalng immunoglobulin IgG [Schaefer et al. 2018].
Rozréznienie, ktore biatka daja w okolicy tej temperatury wigkszy wktad jest trudne.

W roztworach buforowych (pH 7.4), na profilach DSC surowic zdrowych osob
obserwuje si¢ gléwny pik o duzej intensywnosci przy okoto 63 °C oraz pik lub ramie
ulokowane w okolicach okoto 70 °C (Rys. IV.1 B, IV.2 B). Glowny pik reprezentuje
naktadajace si¢ przejScia pochodzace od proceséw denaturacji nieligandowanej albuminy
oraz a;, o, globulin, w tym haptoglobiny. Drugie maksimum lokalne ma takie samo
pochodzenie jak w przypadku trzeciego maksimum na krzywych DSC roztworow wodnych
surowic tzn. zwigzane jest z procesem denaturacji immunoglobulin, w szczegdlnosci IgG,
IgA, IgM [Garbett et al. 2009, 2015, 2016, 2017, Fish et al. 2010, Todinova et al. 2012, Krumova et al. 2013,
2017, Barcelo et al. 2015, Kredra-Krolik et al. 2017, Michnik et al. 2019, 2021A, Duch et al. 2019].
Pochodzenie kolejnego zarysowujacego si¢ piku (lub ramienia) przy temperaturze ok. 83 °C
jest takie jak opisano komentujac krzywe DSC surowic w roztworach wodnych.

Dla lepszego poréwnania, na Rysunku IV.3 pokazano profile temperaturowych zmian
nadmiarowe] pojemnosci cieplnej (Cp®™) roztworu surowicy krwi tego samego ochotnika
(z tej samej porcji surowicy) wykonane w rdéznych rozpuszczalnikach. Wskazano
takze charakterystyczne dla roztworow wodnych i buforowych surowicy maksima lokalne
widoczne w obszarze rozwazanego przejscia endotermicznego. W wiekszosci przypadkow
wigce] maksimoéw lokalnych mozna wyrézni¢ dla roztworow wodnych surowicy.
Réznice w ksztatcie profili DSC wodnych oraz buforowych surowicy uwidaczniajg si¢
gléwnie w zakresie temperatur od ok. 45 °C do ok. 65 °C (Rys. IV.3). W obszarze tym,
na krzywych DSC wodnych roztworéw surowic najczgsciej wystepuja dwa dobrze
rozroznialne maksima lokalne przy temperaturach ok. 58 °C (Tl) oraz 62 °C (T2)
cho¢ zamiast pierwszego z nich czgsto pojawia si¢ rami¢. Na krzywych DSC surowic
w roztworach buforowych widoczne jest w tym zakresie temperatur jedno maksimum lokalne

przy okolo 63°C. W =zakresie od ok. 65 °C do 100 °C interpretacja krzywych DSC
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jest podobna niezaleznie od zastosowanego rodzaju rozpuszczalnika. Maksima lokalne
przy temperaturach ok. 70 °C (dla roztworé6w wodnych maksimum T3, dla roztworow
buforowych T2) oraz ok. 83°C (dla roztworow wodnych maksimum T4, dla roztworéw
buforowych T3) w obu wybranych rozpuszczalnikach odzwierciedlaja wklady od proceséw
denaturacji tych samych biatek. Maksimum lokalne przy temperaturze ok. 83 °C nie zawsze
jest widoczne na krzywych DSC, czeSciej wystepuje na profilach roztworéw buforowych

SUrowicy.
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Rysunek IV.3. Poréwnanie profili DSC (po odjeciu linii bazowej liniowej) surowicy pochodzgcej od tego
samego ochotnika w dwdch rozpuszczalnikach: wodzie (niebieski) oraz buforze (zielony).

Wyraznie dostrzegalne réznice pomigdzy zilustrowanymi na Rys. IV.3 profilami
denaturacji surowicy w obydwu roztworach znajduja odzwierciedlenie w wyznaczonych
usrednionych parametrach przejscia. W Tabeli IV.1 oraz w Tabeli V.2 przedstawiono wartosci
charakteryzujace maksima lokalne (temperatury oraz odpowiadajace im warto$ci
nadmiarowych pojemnosci cieplnych) odpowiednio dla roztworéw wodnych oraz buforowych
surowic. W przypadku profili DSC dla roztworéw wodnych pik przy temperaturze ok. 83°C
wystepuje rzadko, dlatego w Tabeli IV.1 nie uwzgledniono parametrow dla tego maksimum
lokalnego. Tabela IV.3 przedstawia usrednione warto$ci zmiany entalpii (AH) zwigzanej
z denaturacja bialek surowicy oraz szerokosci potdéwkowej (HHW) obserwowanego przejs$cia

endotermicznego.
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Tabela IV.1. Usrednione wartosci (+ odchylenie standardowe) temperatur oraz nadmiarowej
pojemnosci cieplnej odpowiadajgcych maksimom lokalnym widocznym na profilach DSC surowicy krwi
ludzkiej w roztworze wodnym (n = 26).

Maksimum lokalne

Nadmiarowa pojemnos¢

Temperatura [°C]
cieplna [J/g°C]

(T1, Cpl)

(T2, Cp2)

(T3, Cp3)

57.6+1.7 0.64+0.10
62.1£0.9 0.71 £0.15
70.5+0.6 0.86+0.13
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Tabela IV.2. Usrednione wartosci (+ odchylenie standardowe) temperatur oraz nadmiarowej
pojemnosci cieplnej odpowiadajgcej maksimom lokalnym widocznym na profilach DSC surowicy krwi
ludzkiej w roztworze buforowym (n = 12).

Maksimum lokalne

Nadmiarowa pojemnos¢

Temperatura [°C]
cieplna [J/g°C]

(T1, Cpl)

(T2, Cp2)

(T3, Cp3)

63,3+ 0,96 1,63 +0,25
69,7+ 0,3 1,13+0,11
82,1 £0,6 0,30 = 0,09

..................................................................................................................................................................................................

Zmiana entalpii procesu termicznej denaturacji biatek surowicy AH jest wigksza

dla roztworow buforowych niz dla roztworéw wodnych surowicy (Tabela IV.3).

Réznica pomigedzy $rednimi wartosciami AH w obydwu roztworach jest istotna statystycznie,

co potwierdzit nieparametryczny test U Manna — Whitneya (p = 0.007). Znaczaco mniejsza

szeroko$¢ poldwkowa przejscia (HHW) w przypadku roztworow buforowych surowicy

wigze si¢ z jego wigksza wysmukloscia niz w przypadku roztworéw wodnych. Pojemno$¢

cieplna Cp™ odpowiadajaca temperaturom maksimow lokalnych T1 (0,64 J / g °C)

oraz T2 (0,71 J / g °C) obserwowanych na profilach DSC wodnych roztworéw surowicy

jest znacznie mniejsza niz ta otrzymana dla roztwordw buforowych surowicy przy maksimum

lokalnym T1 (1,63) / g °C).
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Tabela IV.3. Usrednione wartosci (+ odchylenie standardowe) zmian entalpii (AH) oraz szerokosci
potowkowej (HHW) przejscia endotermicznego w rozpuszczalniku wodnym oraz buforowym
(n=26i12).

Parametr
Woda Bufor
termodynamiczny
AH [cal/g] 19,66 + 3,96 23,45 +£2,67
HHW [°C] 243+2,1 13,2+2,6

Zasadnicza roznica pomiedzy przejsciami zarejestrowanymi dla roztworow wodnych
1 buforowych surowic wigze si¢ z mozliwoscig obserwacji wkiadu od haptoglobiny.
W oparciu o profil DSC surowicy w roztworze buforowym nie jest mozliwe zidentyfikowanie
podwyzszonego poziomu haptoglobiny bez wykonania dekonwolucji oraz rozseparowania
pikow. Nie jest wiec mozliwe szybkie uzyskanie informacji o podwyzszonym stezeniu
tego biatka jedynie w oparciu o uzyskany profil DSC surowicy w roztworze buforowym.

Wystepowanie maksimum lokalnego zwigzanego z wkladem pochodzacym od procesu
denaturacji termicznej haptoglobiny jest silnie osobnicze. Rysunek 1V.4 przedstawia profile
DSC wuzyskane dla wodnych roztworéw dwoch fenotypow haptoglobiny. Przejscie
endotermiczne dla haptoglobiny uwidacznia si¢ na krzywych DSC przy ok. 62 °C.
Dla fenotypu 1-1 jego maksimum przypada na 61.8 °C, a dla fenotypu 2-2 ujawnia si¢ przy
nieco nizszej temperaturze, 60.8 °C. Zgodnie z wcze$niejszymi doniesieniami literaturowymi,
charakter przebiegu termicznej denaturacji haptoglobiny w roztworze buforowym, pH 7.4,
jest bardzo podobny biorgc pod uwage zarowno ksztatt przejscia jak i temperature denaturacji
[Garbett et al. 2008 Supl Rys. 1]. W$rod przebadanych wodnych roztworéw surowic maksimum
lokalne przy temperaturze ok. 62 °C ujawnito si¢ w wigkszo$ci przypadkow, ale na niektorych
profilach DSC nie bylo ono widoczne. Wprowadzono zatem dla profili DSC wodnych
roztwordw surowic podgrupy rozrozniajgce profile wzgledem uzyskiwanego ksztattu: grupa
pierwsza profili DSC ma widoczne maksimum przy ok. 62 °C (n = 23), natomiast grupa druga

go nie posiada (n = 3).
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Rysunek IV.4 Profile DSC dla dwdch fenotypdw haptoglobiny w roztworze wodnym, gdzie: — typ 1-1,
—typ 2-2.

Otrzymane w ramach przeprowadzonych badan profile DSC, ze wzgledu
na stosunkowo duze podobienstwo proteomu surowic krwi o0sob zdrowych (zmienno$¢
osobnicza sktadu biatkowego tylko w pewnych zakresach), charakteryzuja si¢ przy ustalonych
warunkach fizykochemicznych i1 eksperymentalnych znacznym stopniem podobienstwa.
Sktad biatkowy surowicy krwi oraz wzajemne oddzialywania pomiedzy zawartymi w niej
biomolekutami i ich modyfikacje maja decydujacy wptyw na obserwowane na krzywych DSC
przejscie endotermiczne, determinuja wystgpowanie 1 wzajemne proporcje pikow
sktadowych. Przy interpretacji temperaturowych zmian pojemnosci cieplnej surowic nalezy
dodatkowo  uwzgledni¢ rodzaj zastosowanego  rozpuszczalnika oraz  warunki

eksperymentalne.

IV.2. Efekty bezposrednie wplywu promieniowania

jonizujacego na profile DSC roztworéw surowicy krwi
ludzkiej

IV.2.1. Promieniowanie neutronowe

Na Rysunku IV.5 pokazano przykladowe profile DSC zarejestrowane bezposrednio
po ekspozycji roztword6w na promieniowanie neutronowe w przypadku, kiedy dawka
wynosita 5 Gy. Rysunki IV.5 A i IV.5 B przedstawiaja krzywe DSC roztworéw wodnych
surowicy krwi pobranej od dwoéch osob. Dla przyktadu zilustrowanego na Rysunku IV.5 A

aktywnos$¢ zrodla promieniotworczego uzytego jako emitera promieniowania neutronowego
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wynosita 65 MBq. Ekspozycja trwata 23 godz. 51 min., a temperatura w pomieszczeniu
wynosita 18 °C. Natomiast w przypadku drugiego przyktadu widocznego na Rysunku IV.5 B

czas ekspozycji wynosit 26 godz. 30 min., a temperatura 21 °C.

1,04 1,0

Cp~'(J/g°C)
Cp~'(J/g°C)
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Rysunek IV.5 A, B. Krzywe DSC zarejestrowane bezposrednio po przeprowadzonym eksperymencie
napromieniania dawkq 5 Gy promieniowania neutronowego przyktadowych roztwordw wodnych
surowicy krwi ludzkiej, gdzie: — probka wyjsciowa, — probka kontrolna, — probka napromieniona.
Rysunki przedstawiajg krzywe DSC roztworéw wodnych surowicy krwi pobranej od dwdch osdb:
(Rys A — osoba pierwsza, Rys B — osoba druga). Rysunek 1 A — napromienianie probki trwato
23 h 51 min. przy temperaturze 18 °C. Rysunek 1 B — napromienianie probki trwato 26 h 30 min.

przy temperaturze 21 °C.

Na Rysunku IV.5 A réznice pomiedzy profilami surowicy kontrolnej 1 wyjSciowej
sa niewielkie. Krzywag DSC surowicy napromieniowanej wyrdznia jednak zarysowujace
si¢ przejscie egzotermiczne w zakresie temperatur nizszych niz ten odpowiadajacy przejsciu
endotermicznemu. Wyraznie wigksze zrdéznicowanie krzywych pokazuje Rysunek IV.5 B.
Zilustrowany na tym rysunku przyktad wskazuje, ze po ekspozycji na promieniowanie
neutronowe (dawka 5 Gy) rdznice pomiedzy krzywymi DSC dla roztworu kontrolnego
oraz napromienionego moga by¢ zauwazalne w calym badanym zakresie temperaturowym,
cho¢ w zalezno$ci od serii pomiarowej uwidaczniajg si¢ w specyficzny sposéb w trzech
przedziatach temperaturowych. W kolejnych z nich, dla probki eksponowanej na neutrony
w poréwnaniu do kontrolnej na krzywych DSC wystepuja nastepujace zmiany:

1) 20 — 50 °C - ujawnia si¢ przej$cie egzotermiczne, $wiadczace prawdopodobnie
o przebiegajacym w roztworze procesie agregacji pewnej frakcji biatek,
2) 50 — 65 °C- zmniejsza si¢ intensywnos¢ obserwowanych maksimow lokalnych
(T1, Cp™1; T2, Cp ™),
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3) 65 -85 °C- ksztalt przej$cia w okolicy najintensywniejszego maksimum lokalnego
(T3, Cp ) (bedacego jednoczesnie maksimum catego przejscia, oznaczanego
(Twm, Cpm)) zmienia si¢; przesuwa si¢ ono w stron¢ wyzszych temperatur, dodatkowo
nastepuje wzrost pojemnosci cieplnej Cp .

Zmiana ksztattu przej$cia endotermicznego sugeruje, ze w roztworze zachodzg procesy,
ktore maja bezposredni wptyw na biatka w nim zawarte. Ostabienie intensywnosci w zakresie
niskotemperaturowym tego przejscia lub nawet zanik pierwszego maksimum moze
wskazywa¢ na mniejszy wklad od procesu denaturacji termicznej albumin nieligandowanych.
Zachodzace w roztworze procesy moga powodowac przylaczenie do albumin ligandow,
co moze wigza¢ si¢ z widocznym na profilach DSC przesunigciem gltownego maksimum
w kierunku wyzszych temperatur (Rozdziat 11.2.4).

Bezposredni efekt ekspozycji na promieniowanie neutronowe dawka 5 Gy wykazywaly
wszystkie badane roztwory surowic — cho¢ intensywnos$¢ zmian uwidaczniajacych
si¢ na profilach DSC byta zaré6wno silnie osobnicza jak 1 zwigzana z aktywnoscig zrodia
w czasie eksperymentu oraz ze srodowiskiem. Zaleznie od aktywnosci zrodia, dla uzyskania
dawki 5Gy, czas ekspozycji wynosit od 24 do 26 godzin. Obserwowane na Rysunku IV.5 B
réznice pomiedzy profilami DSC prébek napromienionych oraz kontrolnych sg zdecydowanie
wigksze niz w przypadku tych zaprezentowanych na Rysunku IV.5 A. Dodatkowo,
zauwazalne sg takze réznice pomiedzy krzywymi DSC probki wyjsciowej 1 kontrolne;j.
Warto wspomnie¢, ze czas ekspozycji byt dluzszy w przypadku serii, ktorej wyniki
zaprezentowano na Rysunku IV.5 B niz IV.5 A (r6znica wynosita 2 godz. 39 min.).
Temperatura panujgca w pomieszczeniu byla o 3 °C wigksza w przypadku ekspozycji
roztworu, ktory pédzniej wykazywal wieksze zmiany w ksztalcie profili DSC.
Probka kontrolna roztworu przebywajacego 26,5 godz. w temperaturze 21 °C wykazuje
charakterystyczne zmiany zwigzane ze starzeniem si¢ roztworu (Rys. IV.5 B),
co nie bylo widoczne na krzywych DSC dla roztwordéw kontrolnych krocej przebywajacych
w temperaturze pokojowej jak w przypadku krzywej DSC probki kontrolnej widocznej
na Rysunku IV.5 A. Najprawdopodobniej rowniez zmienno$¢ osobnicza badanych surowic
moze by¢ jednym z czynnikéw wplywajacych na wielko§¢ obserwowanych w badaniach
kalorymetrycznych efektow, zaréwno tych zwigzanych ze starzeniem, jak 1 dzialaniem
promieniowania jonizujacego. Doktadne okreslenie, ktory czynnik moze w wickszym stopniu
determinowac szybsze lub wolniejsze starzenie si¢ poszczegdlnych roztwordw surowicy krwi

nie jest mozliwe w oparciu o przeprowadzone badania.
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Po u$rednieniu profili DSC, otrzymanych zaraz po przeprowadzonym eksperymencie
napromieniania neutronami (dawka 5 Gy) roztworow wodnych surowicy, mozna zauwazy¢
zarysowujace si¢ efekty napromieniowania (Rys. IV.6). Charakter réznicy pomiedzy
krzywymi DSC dla roztwordéw kontrolnych oraz tych poddanych ekspozycji jest zgodny
z opisanym wyzej dla przyktadowych probek (Rys. IV.5 A, B).

Rysunek IV.6.Zestawienie usrednionych krzywych DSC (n = 5) zarejestrowanych bezposrednio po
przeprowadzonym eksperymencie napromieniania dawkq 5 Gy promieniowania neutronowego
roztworow wodnych surowicy krwi ludzkiej, gdzie: — probki wyjsciowe, — probki kontrolne , — probki
napromienione. Zacieniowany obszar na krzywej wyjsciowej reprezentuje odchylenie standardowe.

Poréwnujac usrednione wartosci parametréw zebranych w Tabeli IV.4 (strona obok)
dla surowic napromienionych i kontrolnych mozna zauwazy¢ pewne tendencje zwigzane z
dzialaniem promieniowania. Jednakze ze wzgledu na zbyt malg liczebno$¢ probek 1
stosunkowo duze odchylenia standardowe nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic

pomiedzy parametrami przejscia.
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Tabela IV.4. Srednie (+ odchylenie standardowe) wartosci parametréw termodynamicznych przejscia
endo- | egzotermicznego na krzywych DSC wodnych roztworow surowicy (n = 5): wyjsciowych,
kontrolnych (k) oraz napromienionych (n) dawkq 5 Gy promieniowania neutronowego.

1 dzien
Parametry Wyjsciowa
k n

T./ °C 70,6 + 0,4 70,9 £ 0,9 72,3 +3,0
Cpw/J g'°C! 075+0,11 080+006 0,86 +0,18
AH/J g 18,0 +2.2 183 +2.2 19,1£4,0
HHW /°C 245422 24.4+2.8 234+4,4

AT g o 08+12 1,113

Parametry przejscia endotermicznego: T, —temperatura przejscia, Cp,, — nadmiarowa pojemnosc cieplna odpowiadajgca
temperaturze przejscia T,,, AH — zmiana entalpii procesu termicznej denaturacji biatek, HHW — szerokosc¢ potéwkowa
przejscia endotermicznego.

Parametr przejscia egzotermicznego: A —wartosc egzotermicznego efektu cieplnego towarzyszqcego procesowi agregacji

W celu potwierdzenia zaobserwowanych tendencji zmian w profilach DSC surowic,
wywotlanych ekspozycja na promieniowanie neutronowe, przeprowadzono jednostkowy
eksperyment z wicksza dawka, wynoszaca 13 Gy. Rysunek IV.7 przedstawia wyniki tego
eksperymentu. Czas ekspozycji byl odpowiednio diuzszy, niz w przypadku wczesniej

opisanych pomiaréw i wynosit 69 h 6 min (aktywno$¢ zrodta 58 MBq).

Rysunek IV.7.Krzywe DSC zarejestrowane bezposrednio po przeprowadzonym eksperymencie
napromieniania dawkq 13 Gy promieniowania neutronowego przyktadowego roztworu surowicy krwi
ludzkiej, gdzie: — probka wyjsciowa, — probka kontrolna , — probka napromieniona dawkq 13 Gy.
Napromienianie trwato 69 godz. 6 min. przy temperaturze 21 C.
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Zmiany w ksztalcie profili DSC obserwowane sg w przypadku probki kontrolnej
1 napromienionej w odniesieniu do profilu DSC roztworu (§wiezego) wyjsciowego. Roznice
pomiedzy profilami DSC prébki napromienionej w stosunku do kontrolnej wystepuja
w takich samych zakresach temperaturowych, jak te opisane dla prébek napromienionych
poddanych dziataniu neutronéw o dawce 5 Gy (Rys. IV.5 - IV.6). Sa one jednak wyraznie
wieksze. Porownujac uzyskane efekty dziatania wyzszej dawki (13 Gy) promieniowania
neutronowego do tych obserwowanych na profilach DSC, gdzie dawka wynosita 5 Gy
mozna zauwazyc:

1) 20— 50 °C — dla probki napromienionej ujawnia si¢ bardziej zaawansowane przejscie
egzotermiczne niz dla kontrolnej,

2) 50— 65 °C - dla probki napromienionej zmniejsza si¢ intensywnos¢ obserwowanego
maksimum lokalnego (T1, Cp ®*) powodujac jego catkowity zanik,

3) 65 -85 °C - dla probek napromienionej i kontrolnej ksztalt przejscia w tym zakresie
zmienia si¢ 1 przesuwa w stron¢ wyzszych temperatur, co przy dawce 5 Gy dotyczyto
tylko probki napromienione;j,

4) 65 - 85 °C - na profilu DSC probki napromienionej nastgpuje silniejszy wzrost

ex

pojemnosci cieplnej Cp 3 odpowiadajacej temperaturze maksimum lokalnego
(T3, Cp ™) niz byto to widoczne na profilu DSC prébki napromienionej dawka 5 Gy,
5) 65 - 85 °C - probka kontrolna przebywajaca dluzej w temperaturze pokojowej

(ta odpowiadajaca probce napromienionej dawka 13 Gy) tez wykazuje wzrost

pojemnosci cieplnej Cp 3, czego nie obserwuje si¢ na krzywych DSC probek

kontrolnych towarzyszacych probkom napromienianym dawka 5 Gy.

Wyniki eksperymentu z dawka 13 Gy pozwolity zarejestrowa wyrazne rdznice
pomiedzy probka eksponowanag na promieniowanie neutronowe, a kontrolng
zaraz po zakonczeniu ekspozycji. Bioragc pod uwage dilugi czas przebywania probek
w temperaturze pokojowej (ponad 69 godzin), wskazuja one na szybsze
starzenie si¢ napromieniowanych roztworow surowicy. Problem trudnosci, w rozdzieleniu
efektow zwigzanych z napromieniowaniem oraz starzeniem si¢, byl czeSciowo poruszany
w ramach wczesniejszych badan surowicy krwi ludzkiej poddanej dziataniu promieniowania
jonizujacego z uzyciem mniejsze] dawki (0.5 Gy) promieniowania neutronowego

[Michnik et al. 2016, Kietbon et al. 2019] 1 bedzie blizej opisany w Rozdziale V.2.
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I1V.2.2. Promieniowanie X

1V.2.2.1. Ekspozycja na dawki 5 Gy i 10 Gy

1V.2.2.1.1. Wodne roztwory surowicy krwi

Rysunek IV.8 przestawia zestawienie krzywych DSC dla przyktadowych roztworow
wodnych surowic pochodzacych od dwdch os6b. W zestawieniu zostaty ujete po dwie probki
napromienione, kazda odpowiednio albo dawka 5 Gy (krzywe czerwone) albo dawka 10 Gy
(krzywe zielone) promieniowania rentgenowskiego w odniesieniu do roztworow wyjsciowych
(swiezych) oraz kontrolnych. W przypadku ekspozycji na promieniowanie X proces
napromieniowania trwal zaledwie 1 lub 2 minuty (dawka 5 Iub 10 Gy), co oznacza, ze efekt
starzenia si¢ roztworu surowicy w tym czasie mozna zaniedbaé. Profile DSC probki
kontrolnej oraz napromienionych dawka 5 Gy oraz tych napromienionych dawka 10 Gy maja
bardzo zblizony ksztalt do profilu uzyskanego dla roztworu wyjsciowego (Rys. IV.8 — krzywe
czarne). Te przyktadowe oraz pozostale (n = 12) niezaprezentowane wyniki sugeruja,
ze ekspozycja wodnych roztwordéw surowic na promieniowanie rentgenowskie dawkami 5 Gy

oraz 10 Gy nie powoduje zadnych efektow widocznych na krzywych DSC.
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Rysunek IV.8.A, B. Krzywe DSC zarejestrowane bezposrednio po przeprowadzonym eksperymencie
napromieniania dawkq 5 Gy oraz 10 Gy promieniowania X przyktadowych roztwordw wodnych
surowicy krwi ludzkiej, gdzie: — probka wyjsciowa, — probka kontrolna, — probka napromieniona.
Rysunki przedstawiajq krzywe DSC roztwordw wodnych surowicy krwi pobranej od dwdch osob
(Rys A — osoba pierwsza, Rys B — osoba druga).
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1V.2.2.1.2. Buforowe roztwory surowicy krwi

Rysunek IV.9 ukazuje zestawienie krzywych DSC wykonanych dla buforowych
roztworéw surowicy krwi pobranych od dwdéch wybranych oséb (odpowiednio Rys. IV.9 A, B
oraz Rys. IV.9 C, D, gdzie Rys. IV.9 B jest powigkszeniem fragmentu Rys. IV.9 A,
Rys. IV.9 D jest powigkszeniem fragmentu Rys. IV.9 C), napromienionych dawkami
5 1 10 Gy, W tym przypadku zarysowuja si¢ pewne efekty napromieniowania.
Dla poszczegdlnych badanych roztworow (n = 7) najczegsciej roznice ujawniajg si¢ w zakresie
60 — 68 °C jako nieznaczny spadek intensywnosci maksimum lokalnego (T1, Cp )
na krzywych DSC probek napromienionych w poréwnaniu do kontrolnych, co jest widoczne
na Rysunku IV.9 A, B. Efekt ten nie zawsze wystepuje w przypadku dawki 5 Gy, przyktadem
jest Rysunek IV.9 C, D.

Rysunek IV.9.A, B, C, D. Krzywe DSC zarejestrowane bezposrednio po przeprowadzonym eksperymencie
napromieniania dawkami 5 Gy oraz 10 Gy promieniowania X przyktadowych roztwordw buforowych
surowicy krwi ludzkiej, gdzie: — prébka wyjsciowa, — probka kontrolna , — probka napromieniona
dawkq 5 Gy, — probka napromieniona dawkg 10 Gy. Rysunki przedstawiajq krzywe DSC roztworow
buforowych surowicy krwi pobranej od dwdch oséb (Rys A, B — osoba pierwsza, Rys C, D — osoba
druga). Rysunek IV.9 B jest powiekszeniem fragmentu Rysunku IV.9 A, natomiast Rysunek IV.9 D
jest powiekszeniem fragmentu Rysunku IV.9 C.
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Na krzywej DSC probki napromienionej wigksza dawka (10Gy) jest widoczny
nieznaczny spadek intensywno$ci maksimum lokalnego (T1, Cp ) co nie ujawnia
si¢ na krzywych DSC roztworu kontrolnego oraz napromienionego mniejszg dawka (5Gy)
promieniowania X. Zatem dawka 10 Gy promieniowania rentgenowskiego wyrazniej
wywoluje w roztworach buforowych surowicy niewielki efekt mozliwy do wychwycenia
technika kalorymetryczna. Porownujac  krzywe DSC wuzyskane dla roztwordéw
buforowych surowicy mozna zauwazy¢ zarysowujgce si¢ tendencje zmian zwigzanych
z napromieniowaniem, cho¢ sg one silnie zalezne osobniczo. Porownujac usrednione krzywe
DSC (n = 7) roztwordw buforowych surowicy krwi ludzkiej (Rys. IV.10 A, B) mozna
stwierdzi¢, ze dzien po ekspozycji surowic na promieniowanie X dawka 10 Gy pojawiajg
si¢ nieznaczne rdéznice pomie¢dzy probkami kontrolng oraz napromieniong w zakresie
temperatur 60 — 75 °C. Dla prébek poddanych dziataniu promieniowania X, w pordwnaniu
do kontrolnych, na krzywych DSC nastepuje:

I) 60 — 68 °C — nieznaczny spadek intensywno$ci obserwowanego maksimum
lokalnego (T1, Cp %), bedacego jednoczesnie maksimum (T., Cpm) przejscia

endotermicznego

2) 68 — 75 °C — nieznaczny wzrost intensywno$ci obserwowanego maksimum

lokalnego (T2, Cp ™).
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Rysunek IV.10.A, B. Usrednione zestawienie krzywych DSC (n = 7) zarejestrowanych bezposrednio
po przeprowadzonym eksperymencie napromieniania promieniowaniem X dawkq 10 Gy roztworow
wodnych surowicy krwi ludzkiej, gdzie: — probki wyjsciowe, — probki kontrolne, — probki
napromienione (A). Rysunek 10 B jest powiekszeniem fragmentu rysunku 10 A.
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Usrednione wartosci nadmiarowych pojemnosci cieplnych Cp *, odpowiadajacych
temperaturze maksimum przejs$cia T, rOwniez potwierdzajg obserwowang na profilach DSC
tendencje (Tabela IV.5). (W Tabeli IV.5 zamiast oznaczenia maksimum lokalnego (T1, Cp *)
wystepuje oznaczenie (T., Cp ®n), poniewaz jest ono jednoczesnie globalnym maksimum
przejscia.)

Tabela IV.5. Srednie (+ odchylenie standardowe) wartosci parametréw termodynamicznych przejscia

endo- i egzotermicznego na krzywych DSC buforowych roztworow surowicy (n = 7): wyjsciowych,
kontrolnych (k) oraz napromienionych (n) dawkqg 10 Gy promieniowania rentgenowskiego.

1 dzien
Parametry Wyjsciowa
k n

T./ °C 63,1 +£1,3 63,6 £0,9 63,7+ 1,2 :
Cpm/J g'oC"! 1,53 +0,11 _ 1,42+ 0,11 _ 1,38 £ 0,12 _
AH/Jg! 24,0+ 3,5 : 222+2,1 : 225+1,1 :
HHW /°C 14,7 +1,3 : 15,0+ 0,8 : 15,7+ 1,1 :
AT g! 0 _ 1,L1+£29 _ 1,6 £3,4 _

Parametry przejscia endotermicznego: T, —temperatura przejscia, Cp,, — nadmiarowa pojemnos¢ cieplna odpowiadajgca
temperaturze przejscia T,,, AH — zmiana entalpii procesu termicznej denaturacji biatek, HHW — szerokos¢ potéwkowa
przejscia endotermicznego.

Parametr przejscia egzotermicznego: A —wartosc¢ egzotermicznego efektu cieplnego towarzyszqgcego procesowi agregacji

1V.2.2.1.3. Wyniki pojedynczego eksperymentu ekspozycji wodnego roztworu
surowicy krwi na dawki z zakresu 10 Gy — 120 Gy

Rysunek IV.11 przestawia zestawienie krzywych DSC dla roztworu surowicy krwi
ludzkiej pobranej od jednej osoby. Wodne roztwory poddane zostaly ekspozycji
na promieniowanie X nastepujacymi dawkami: 10 Gy, 30 Gy, 70 Gy, 120 Gy. Poréwnujac
przebieg uzyskanych profili DSC mozna zauwazyé, ze przy zastosowanych dawkach
od 30 Gy wzwyz nieznacznie zmniejsza si¢ intensywnos$¢ calego przejscia endotermicznego.
Najwyrazniej jest to widoczne na krzywej DSC probki napromienionej dawka 120 Gy.
Zmiana entalpii procesu termicznej denaturacji biatek zawartych w roztworach
napromienionych  zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem dawki promieniowania
(AHxonwoma = 23.0 J g, AHyoy = 22.5 T g, AHy oy = 20.0 J g, AHy 6y = 18.1 T g7,
AH 6y = 18.1 J g"). Przejscie endotermiczne obserwowane na krzywych DSC probek
napromienionych dawkami 70 Gy 1 120 Gy ma mniejsza szeroko$¢ potoéwkowa

(HHW?70 6y, 120 sy = 20.5 °C) niz przejécia endotermiczne widoczne na pozostatych krzywych
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DSC roztworu kontrolnego (HHWiontoma = 24.4 °C) oraz tych napromienionych nizszymi
dawkami (HHW o6, = 23.9 °C, HHW3) 6, = 23.4 °C). Moze to by¢ zwigzane ze wzmozonym
w wyniku napromieniowania egzotermicznym procesem agregacji rozfaldowanych
fancuchow  polipeptydowych. W  przypadku wyzszych dawek promieniowania,
w wysokotemperaturowym zakresie przej$cia endotermicznego wigkszy staje si¢ wkiad

od naktadajacego si¢ efektu egzotermicznego, co ttumaczy zmniejszenie wartosci AH

1,0 1,0

Cp~(J/g°C)
‘O
T
Cp“(J/g°C)
o
T

0,0 HM-«-"—“'J 0,0"

'075 T T T T T T T T T T T T T 1 '075 T T T T T T T T T T T T T 1
30 40 50 60 70 80 90 30 40 50 60 70 80 90
Temperatura ("C) Temperatura ("C)

Rysunek IV.11.A, B. Krzywe DSC zarejestrowane bezposrednio po przeprowadzonym eksperymencie
napromieniania dawkami: A) - 10 Gy, 30 Gy, B) - 70 Gy, 120 Gy roztwordw surowicy krwi ludzkiej
pochodzgcej od jednej osoby, gdzie: - probka wyjsciowa, - probka kontrolna
— probka napromieniona dawkq 10 Gy,

, — probka napromieniona dawkq 120 Gy.

1V.2.3. Posumowanie

Poréwnujac  roznice  pomiedzy  krzywymi  DSC  proébek  kontrolnych
oraz napromienionych mozna stwierdzi¢, ze bezposrednie efekty napromieniowania
sa zauwazalne w przypadku dziatania zastosowanych dawek promieniowania neutronowego
oraz wyzszych dawek (od 30 Gy wzwyz) promieniowania X. W wypadku zastosowania
dawki 5 Gy promieniowania neutronowego, profil DSC uzyskany dla roztworu surowicy
poddanej ekspozycji zawsze jest zmieniony w porownaniu do profilu DSC roztworu surowicy
kontrolnej, cho¢ widoczne roznice objawiajg si¢ w rdéznym zakresie temperatur
dla poszczegélnych probek. Wykonany pomiar wplywu dawki 13 Gy promieniowania
neutronowego na wodny roztwdr surowicy ujawnia bardziej zaawansowane zmiany,

ale o takim samym charakterze jak te widoczne na profilach DSC roztworéw poddanych
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ekspozycji dawka 5 Gy. Poroéwnanie krzywych DSC badanych roztworéw surowic wskazuje,
ze ekspozycja na promieniowanie X nie powoduje przy dawkach 5 Gy oraz 10 Gy
bezposrednich efektow, ktore moga by¢ uchwycone technika DSC cho¢ zauwazalne sg pewne
tendencje, lepiej widoczne w przypadku roztworow buforowych niz wodnych. Po ekspozycji
na promieniowanie X nie stwierdzono réwniez istotnych statystycznie réznic pomiedzy
dawkami 5 Gy 1 10 Gy dla analizowanych parametrow przej$¢ termicznych biatek surowicy.
Uzyskane wyniki sugerujg brak bezposredniego wplywu zastosowania dawek 5 Gy i 10 Gy
promieniowania rentgenowskiego na strukturg biatek surowicy krwi ludzkiej. Dopiero wyzsza
dawka promieniowania X (30 Gy, 70 Gy, 120 Gy) powoduje widoczne efekty na krzywych
DSC roztworéw wodnych surowicy ale mozna uchwyci¢ jedynie zarysowujace si¢ tendencje,
0 nieco innym charakterze niz te obserwowane na profilach DSC surowic napromienionych

nizszymi dawkami promieniowania X.

IV.3. Efekty dlugofalowe wplywu promieniowania

jonizujacego na profile DSC roztworéw surowicy krwi
ludzkiej

W celu zbadania dlugofalowych efektow jednorazowo zaaplikowanej roztworom
surowicy krwi dawki promieniowania jonizujgcego, S$ledzono zmiany zachodzace
w krzywych DSC tych roztworow w czasie. Porownano profile termicznej denaturacji
surowic poddanych ekspozycji na promieniowanie X lub promieniowanie neutronowe
oraz odpowiednich roztworow kontrolnych, wszystkich przechowywanych w tych samych
warunkach chlodniczych przez okres 2 do 4 tygodni. Zaobserwowane roznice, wynikajace
ze starzenia si¢ probek, omoéwiono zaréwno dla wodnych jak i buforowych roztwordéw
surowic.

Cze$¢ wynikow zwigzanych z tematyka tego rozdziatu zostata opublikowana w dwoch
artykutach naukowych [Michnik et al. 2016, Kietbon et al. 2019]. Wczesniejszy
z nich [Michnik et al. 2016] dotyczyt ujawniajacych si¢ w czasie efektow zwigzanych
z wptywem dawki 0.5 Gy promieniowania neutronowego na wodne roztwory surowicy krwi
ludzkiej. Autorka biezacej rozprawy nie jest jego wspolautorky, ale zainteresowata
si¢ prowadzonymi badaniami w okresie jego powstawania. W drugim z artykulow
przedyskutowano wptyw promieniowania rentgenowskiego (dawki 10 Gy) na buforowe

roztwory surowicy krwi ludzkiej [Kietbon et al. 2019]. Przedmiotem badan prowadzonych
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w ramach niniejszej pracy stato si¢ poszerzenie informacji uzyskanych we wspomnianym
eksperymencie. Oprocz zastosowanych wczes$niej, uzyto wyzszych dawek promieniowania

jonizujacego.

IV.3.1. Proces starzenia sie surowicy krwi Iludzkiej
w roztworach wodnych i buforowych

Rysunek V.12 A i B przestawia zestawienie przyktadowych profili DSC uzyskanych
dla §wiezo przygotowanego buforowego (A) 1 wodnego (B) roztworu surowicy krwi ludzkiej
(krzywa wyjsciowa) oraz po 1 dniu 1 1 tygodniu od sporzadzenia roztworu
(probki przechowywano w warunkach chlodniczych, w temperaturze okoto 4 °C).
Rys. IV.12 A pozwala zauwazy¢, ze po tygodniu, intensywno$¢ maksimow lokalnych
wystepujacych dla buforowego roztworu surowicy przy temperaturach okoto 63 °C
oraz okoto 83 °C, maleje. Nie wida¢ znaczacych zmian w okolicy maksimum lokalnego

przy 70 °C.
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°O10— °O10—
2 2
= =
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Rysunek IV.12. A, B. llustracja zmian czasowych na profilach DSC dla przyktadowego buforowego (A)
oraz wodnego (B) roztworu surowicy, gdzie: , — SwieZy roztwor wodny,
— roztwor buforowy lub wodny po 1 dniu, — roztwor buforowy lub wodny 1 tydzien od sporzqdzenia

roztworu.

W przypadku zastosowania wody jako rozpuszczalnika (Rys. IV.12 B), jedyng ro6znica
widoczng na profilu DSC préobki tygodniowej w pordwnaniu do wczesniejszych pomiarow,
jest nieznaczny spadek intensywno$ci maksimum lokalnego widocznego przy temperaturze
okoto 57 °C. Nalezy wspomnie¢, ze w przypadku kilku probek nie zaobserwowano zadnych

zmian w ksztalcie przej$cia endotermicznego po uplywie 1 tygodnia od sporzadzenia

68



roztworu. Byly tez takie probki, ktére zmienily si¢ po tygodniu bardziej niz te, dla ktoérych

krzywe zilustrowano na Rys. IV.12.

Niezaleznie od zastosowanego rodzaju rozpuszczalnika, podczas kilkutygodniowych
badan zaobserwowano bardzo zblizony przebieg zmian zwigzanych ze starzeniem
si¢ roztworéw surowicy. Na Rysunku IV.13 poréwnano efekty 2-tygodniowego
przechowywania przykladowych roztworéw surowicy w obydwu rozpuszczalnikach.
W zakresie niskich temperatur (ok. 20 — 50 °C) na profilach DSC roztwordéw surowic,
zarowno wodnych jak 1 buforowych, uwidacznia si¢ nowy, charakterystyczny efekt,
sporadycznie ujawniajacy si¢ juz dla probek tygodniowych. Jest to przejscie egzotermiczne
o intensywno$ci wzrastajacej wraz z uptywem czasu. Nastgpuje takze zmiana ksztattu
1 przesunigcie ,,Srodka ciezko$ci” ztozonego przej$cia endotermicznego w strone wyzszych
temperatur w porownaniu do roztworéow §wiezych. W zakresie temperatur ok. 50 — 65 °C
nastgpuje spadek intensywnos$ci obserwowanych maksimOow, natomiast w zakresie

ok. 65 — 85 °C obserwuje si¢ jej wzrost.

Rysunek IV.13.Poréwnanie zmian czasowych na profilach DSC dla przyktadowego wodnego oraz
buforowego roztworu surowicy, gdzie: , — roztwor buforowy
po 2 tygodniach, — Swiezy roztwor wodny, — roztwor wodny po 2 tygodniach.

Po dluzszym czasie przechowywania probek opisane efekty towarzyszace starzeniu
poglebiaja si¢ zarowno dla buforowych jak 1 wodnych roztworéw surowicy. Ilustruje
to Rysunek IV.14, ktory przestawia profile DSC uzyskane po 3 1 4 tygodniach
przechowywania roztworow wodnych surowicy. Egzotermiczny efekt cieplny towarzyszacy

procesowi agregacji biatek widoczny w zakresie niskich temperatur na profilu DSC probki
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trzy tygodniowej (4 = 6,7 J g') jest zdecydowanie mniejszy niz ten dla probki
przechowywanej przez miesiac (4 = 12,5 J g'). Ksztalt przejScia endotermicznego
dla roztworu surowicy po 3 tygodniach przechowywania sugeruje przesunigcie maksimum

lokalnego (T3, Cp ;) w strone wyzszych temperatur oraz ,,narastanie” nowego maksimum

w okolicy 80 °C.

Rysunek IV.14.lustracja zmian czasowych na profilach DSC dla przyktadowego wodnego roztworu
surowicy, gdzie: — SwieZy roztwor (préobka wyjsciowa), — 3 tygodnie, — 4 tygodnie od sporzqdzenia
roztworu.

IV.3.2. Starzenie sie probek eksponowanych na
promieniowanie neutronowe

1V.3.2.1. Roztwory wodne, dawka 5 Gy

Podczas badan roztworé6w wodnych surowic mozna byto wyr6zni¢ dwie gléwne grupy
probek, roznigcych sie¢ od siebie pod wzgledem ksztattu uzyskiwanego profilu DSC
dla §wiezo sporzadzonych roztwordéw (opisane blizej w Rozdziale IV.1). Dlatego na Rysunku
IV.15 pokazano efekty ekspozycji na dawk¢ 5 Gy promieniowania neutronowego
dla przykladowych roztwordéw reprezentujacych kazda z tych grup. Pierwsza grupa probek
(nazywana dalej grupa pierwsza surowic) odpowiada roztworom  surowic,
dla ktérych w zlozonym przejsciu endotermicznym mozna wyrdzni¢ wyraznie 3 maksima
lokalne, w tym (T2, Cp ;) ujawniajace wktad od procesu denaturacji termicznej haptoglobiny

przy ok. 62 °C. Dla drugiej grupy (nazywanej dalej grupa druga surowic) wktad
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ten si¢ nie uwidacznial i obserwowano tylko 2 maksima lokalne w zakresie temperatur
przejscia do ok. 80 °C.

Rysunek IV.15 prezentuje zestawienie wyjsciowych krzywych DSC roztwordéw
wodnych surowicy z grupy pierwszej (A, B) oraz drugiej (C, D) oraz po 1 dniu i 1 tygodniu
od ekspozycji in vitro na promieniowanie neutronowe dawka 5 Gy (B, D) w poréwnaniu
do analogicznych krzywych probek kontrolnych (A, C). Po tygodniu od ekspozycji
na promieniowanie neutronowe (Rys. IV.15 — krzywe zielone), na krzywych DSC probki
kontrolnej oraz napromienionej uwidacznia si¢ zmiana ksztaltu przej$cia endotermicznego
w poroéwnaniu do krzywych rejestrowanych dla obu probek po 1 dniu. Tendencje tych zmian
sa zgodne z opisanymi dla starzejacych si¢ roztworow surowicy (Rozdziat IV.3.1).
W  zilustrowanym na Rys. IV.15 przykladzie zauwazalne jest zarysowujace

sie niskotemperaturowe przejécie egzotermiczne juz dla probek 1-tygodniowych.

T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T 1
30 40 50 60 70 8 90 30 40 50 60 70 8 90
Temperatura (C) Temperatura (C)
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Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Rysunek IV.15.A, B, C, D. llustracja zmian czasowych obserwowanych na profilach DSC dla dwdch

przyktadowych wodnych roztworéw surowicy: A, B — roztwor z pierwszej grupy Ssurowic

(napromienianie probki trwafo 26 h 30 min. przy temperaturze 21 °C); C, D — roztwdr z drugiej grupy

surowic  (napromienianie probki trwato 26 h 7 min. przy temperaturze 19 °C),

gdzie: = probka wyjsciowa, — pomiar po 1 dniu, — pomiar po 1 tygodniu.
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W poréwnaniu do profilu DSC $wiezego roztworu, po czasie 1 dnia oraz 1 tygodnia
nastepuje spadek pojemnosci cieplnych Cp  oraz Cp , odpowiadajagcych maksimom
lokalnym przy temperaturach T1 oraz T2. Po tygodniu od ekspozycji, na wszystkich
prezentowanych profilach DSC prébek (zarowno kontrolnych jak 1 napromienionych)
maksimum lokalne (T1, Cp%,) zanika. Maksimum przej$cia endotermicznego przesuwa
si¢ w kierunku wyzszych temperatur.

Poréwnujac krzywe DSC dla probek napromieniowanych i kontrolnych, tatwo
zauwazy¢ znaczaco wigksze zmiany w czasie po napromieniowaniu. Szczegélnie wyrazny
efekt ekspozycji na neutrony widoczny jest na Rys. IV.15 B w zestawieniu z Rys. IV.15 A.
Duze roéznice pomiedzy roztworem poddanym ekspozycji na neutrony, a kontrolnym
wystepuja juz w pierwszym dniu po napromieniowaniu.

Wraz z uplywem czasu, na krzywych DSC roztwor6w napromienionych
mozna zaobserwowac¢ wyostrzenie piku z maksimum przy temperaturze okoto 80 °C.
Zmiana ta jest bardziej zaawansowana w przypadku probki reprezentujgcej pierwsza grupe
surowic (Rys. IV.15 A, B). Efekt ten na profilach DSC prébek kontrolnych nie jest widoczny
do tygodnia przechowywania. Jednakze po dluzszym czasie przechowywania
takze w przypadku niektorych probek kontrolnych pojawiato si¢ podobne wyostrzenie
1 zwigkszenie intensywnosci piku w okolicy 80 °C (Rys. IV.16). Dla napromieniowanego
roztworu surowicy z grupy pierwszej (Rys IV.15 B) juz po dniu od ekspozycji na neutrony,
intensywno$¢ maksimum przej$cia wzrasta 0 0.24 J g'°C”, a po tygodniu o 0.64 J g'°C™.
Dla eksponowanego na takg sama dawke promieniowania roztworu surowicy z grupy drugiej,
dopiero po tygodniu przechowywania intensywno$¢ ta wzrasta o 0,.6 J g'°C' (Rys 4 D).
Dla przedstawionego na Rys. IV.15 przykladu wodnego roztworu surowicy z widocznym
w zakresie przej$cia endotermicznego maksimum lokalnym (T2, Cp ,), obserwowane zmiany
zwigzane z procesem starzenia oraz dziatlaniem promieniowania  jonizujacego
wydaja si¢ zachodzi¢ szybciej w pordwnaniu z roztworem reprezentujacym druga grupe
surowic. Warto jednak zwréci¢ uwage, ze cho¢ czasy ekspozycji bylty w obydwu przypadkach
podobne, to temperatura otoczenia byta o 2 °C nizsza przy napromieniowaniu probki z drugiej
grupy surowic. Ta roznica temperatury otoczenia podczas ekspozycji, a nie pochodzenie
surowic, moglta by¢ =zatem gléwng przyczyng zaobserwowanych réznic. Jednakze
tego wpltywu roznicy temperatur otoczenia nie wida¢ przy poroéwnaniu 1-dniowych probek
kontrolnych, towarzyszacych eksponowanym, z wyjSciowymi. Zaskakujaco, krzywa DSC

odpowiadajaca probce kontrolnej na Rys. IV.15 C jest bardziej zmieniona niz analogiczna
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krzywa na Rys. IV.15 A wzgledem krzywej probki wyjsciowej. Nasuwa si¢ zatem pytanie,
czy wplyw wyzsze] temperatury w czasie ekspozycji ujawnia Ssi¢ W SUrowicy
napromieniowanej z opdznieniem?

Rysunek IV.16 prezentuje zestawienie krzywych DSC ilustrujagce zmiany czasowe
zachodzace w probce eksponowane na neutrony i odpowiadajacej jej probce kontrolnej,

przechowywanych przez 3 — 4 tygodnie od momentu ekspozycji.

30 40 l 5|0 l 6IO I 7|0 l 8I0 l 9IO I 3IO l 4IO l 5|0 l 6IO I 7|0 l 8I0 l 9IO I
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Rysunek IV.16.A, B. llustracja zmian czasowych na profilach DSC wybranego wodnego roztworu
surowicy: kontrolnego (A) oraz eksponowanego na promieniowanie neutronowe dawkq 5 Gy (B),
gdzie: = probka wyjsciowa, — pomiar po 3 tygodniach, — pomiar po 4 tygodniach. Napromienianie
trwato 23 godz. 51 min. przy temperaturze 18 C.

Porownujac Rysunki IV.15 1 IV.16 mozna stwierdzi¢, ze zmiany widoczne na profilach
DSC roztworéw przechowywanych dhuzej intensyfikuja si¢. Najlepiej widocznym efektem
roznicujacym krzywe DSC roztworu napromienionego w stosunku do kontroli
jest poglebiajace si¢ przejScie egzotermiczne widoczne w niskich temperaturach.
Dla zilustrowanego przyktadu, po 3 tygodniach warto§¢ egzotermicznego efektu cieplnego
dla roztworu kontrolnego wynosi 2.8 J g, a dla roztworu napromienionego az 14.0 J g™
Po 4 tygodniach analogiczne wartosci to: 8.2 J g' dla probki kontrolnej i 17.8 J g
dla napromienione;j.

Probka napromieniona zaprezentowana na Rysunku IV.16 B jest przykladem roztworu,
dla ktoérego na profilach DSC, mierzonych po czasie 3 — 4 tygodni, przejscie endotermiczne
w zakresie temperatur powyzej 65 °C staje si¢ bardziej ztozone. Maksimum przej$cia
obserwujemy na krzywych DSC probki napromienionej przy temperaturze ok. 80 °C,
jednoczes$nie przy temperaturze ok. 73 °C widoczne jest rami¢. Do 3 tygodni przechowywania

profil DSC probki kontrolnej w tym zakresie temperatur pozostaje prawie bez zmian.
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Ujawniaja si¢ one wyraznie w ksztalcie przejScia endotermicznego odpowiadajacego
roztworowi kontrolnemu dopiero po 4 tygodniach. Wytlumaczenia przyczyn wolniejszych
w czasie zmian probki kontrolnej w przypadku zilustrowanym na Rys. IV.16 A
(takze w poréwnaniu z 1-tygodniowymi probkami, dla ktorych krzywe DSC przedstawiono
na Rys. IV.15 A i C) nalezy prawdopodobnie szuka¢ w stosunkowo niskiej temperaturze
otoczenia (18 °C) w trakcie ekspozycji. Takze czas przebywania probek w warunkach
nie chtodniczych w trakcie ekspozycji byt krotszy w przypadku eksperymentu odnoszacego
si¢ do wynikow pokazanych na Rys. IV.16 w poréwnaniu z tymi z Rys. IV.15, ze wzgledu
na wigksza aktywno$¢ zrédla neutrondw w tym okresie.

Podczas pomiarow dlugofalowych na krzywych DSC obserwowano jeszcze jedno
charakterystyczne zjawisko polegajace na poczatkowym wzro$cie, a nastgpnie po okreslonym
czasie, roznym osobniczo dla poszczegdlnych probek, spadku pojemnosci cieplnej
odpowiadajacej maksimum przej$cia endotermicznego. Skutki tego zjawiska widoczne
sg na Rys. IV.16 B przy poréwnaniu krzywej DSC probki napromienionej po 4 tygodniach
przechowywania z krzywa DSC tej samej probki mierzonej po 3 tygodniach od ekspozycji.
Taki efekt narastania, a nastgpnie spadku intensywnosci w temperaturze maksimum przejscia
obserwowany byt w czasie starzenia si¢ roztworow surowicy dla wigkszosci z nich.

Rysunek [V.17 przedstawia zestawienie usrednionych profili DSC dla roztworow

wodnych surowicy mierzonych po 3 tygodniach od ekspozycji na neutrony dawka 5 Gy.

30 40 50 60 70o 80 90
Temperatura (C)
Rysunek IV.17.Usrednione krzywe DSC (n = 4) zarejestrowane 3 tygodnie po przeprowadzonym
eksperymencie napromieniania neutronami dawkq 5 Gy roztworéw wodnych surowicy krwi ludzkiej,

gdzie: — probki wyjsciowe, — probki kontrolne, — probki napromienione. Zacieniowany obszar
na krzywych DSC to odchylenie standardowe.
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Odchylenie standardowe jest stosunkowo duze ze wzgledu na podkreslang wczesniej
znaczaca zmiennos¢ osobniczg oraz brak mozliwosci zapewnienia identycznych warunkow
ekspozycji. Usrednione krzywe DSC pokazuja wyrazne roéznice w ksztatcie profilu DSC
probek napromienionych, w odniesieniu do profilu DSC probek kontrolnych w calym
badanym zakresie temperaturowym.

W Tabeli 1V.6 zebrano $rednie warto$ci parametréw termodynamicznych przejs$é
obserwowanych na profilach DSC roztworéw wodnych surowicy poddanych ekspozycji
na promieniowanie neutronowe (dawka 5 Gy) oraz odpowiadajagcych im roztwordow
kontrolnych, a takze roztwordw $wiezo przygotowanych (wyjsciowych). Aby umozliwic¢
przeprowadzenie analizy statystycznej wynikéw, w celu zwigkszenia liczebnosci
w poszczegolnych grupach wynikow, zaprezentowane dane czasowe zostaly pogrupowane na
pomiary po 1 - 2 tygodniach (1-2 t) od ekspozycji oraz pomiary po 3 - 4 tygodniachod

ekspozycji (3-4 t).
Tabela IV.6. Srednie (+ odchylenie standardowe) wartosci parametréw termodynamicznych przejscia

endo- | egzotermicznego na krzywych DSC wodnych roztworéw surowicy (n = 6): wyjsciowych,
kontrolnych (k) oraz napromienionych (n) dawkg 5 Gy promieniowania neutronowego.

Parametry Wyjsciowa 1 -2 tygodnie 3 — 4 tygodnie
k n k n
T,/°C 58,0+0,8 58,0% 58,0%* 58,0%* 58,0%*
T»/ °C 62,0+12  627+14 - 628=15 @ 62711 626i11
T:/ °C 90,6404 738429 762435 763435 774+33
Cpi /g °CT | 054%007 0394021 0324027 0194020 023+0,18
Cp./Jg°CT | 065002  0,63+028  0,57+034 054101404%017
Cps/Tg°C" | 0754011 091013 1084022 = 0894016 0881015
AH/Tg' | 18022 182£27  189%37  150£13 15515
HHW/°C | 245+22 20651 18067 181+51 190+52
Alrg | 0 43%37  65t44 8156 153116

Parametry przejscia endotermicznego: Ti—temperatura maksimum lokalnego gdzie i = 1,2, 3, Cp— nadmiarowa pojemnos¢
cieplna odpowiadajgca temperaturze maksimum lokalnego T, AH — zmiana entalpii procesu termicznej denaturacji biatek,
HHW — szerokos¢ potéwkowa przejscia  endotermicznego,

Parametr przejscia egzotermicznego: A —wartos¢ egzotermicznego efektu cieplnego towarzyszqcego procesowi agregacji
* Z powodu zaniku maksimum lokalnego (T1, Cp ®;) niemozliwe byto oznaczenie temperatury T1 na krzywych DSC probek
mierzonych po czasie. Dlatego zdecydowano sie na odczytywanie wartosci Cp ©; w temperaturze 58 °C, przy ktorej
wystepowato to maksimum dla probki wyjsciowe;.
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Dane przedstawione w Tabeli 1V.6 wskazuja, iz w trakcie starzenia si¢ roztwordéw
surowicy zarysowuje si¢ tendencja do spadku wartosci pojemnosci cieplnych
odpowiadajacych maksimom lokalnym przy temperaturach T1 oraz T2. Wartosci
nadmiarowej pojemnosci cieplnej Cp®™; oraz Cp®™; nieco bardziej maleja w czasie dla probek
napromienionych w stosunku do probek kontrolnych. Wykonany nieparametryczny test
Friedmana wykazal istotno$¢ statystyczng zmiany parametru Cp®;, w badanych etapach
czasowych zarowno dla probek kontrolnych (p = 0.004, wspotczynnik zgodnosci Kendalla
0.74) jak 1 napromienionych (p = 0.01, wspotczynnik zgodnosci Kendalla 0.61).
Nie ma jednak istotnych statystycznie roznic warto$ci Cp™; pomigdzy badanymi grupami
probek. Po 1-2 tygodni przechowywania roztwordw pojemnos¢ cieplna Cp ©; maleje bardziej
dla probek napromienionych (o 0.08 J g'°C™) niz kontrolnych (0 0.02 J g'°C™"). Po dluzszym
czasie przechowywania spadek wartosci Cp *, dla obu badanych grup probek, w poréwnaniu
do warto$ci tego parametru po 1-2 tygodniach, jest zblizony. Réznica wartosci Cp
pomiedzy grupa probek kontrolnych, a napromienionych utrzymuje si¢ na podobnym samym
poziomie (1-2 tygodnie 0.06 J g'°C™, 3-4 tygodnie 0.05 J g'°C™!).

Srednia warto$¢ temperatury odpowiadajacej maksimum lokalnemu (T3, Cp ),
bedacemu jednoczes$nie maksimum calego przejscia, wzrasta wraz z czasem przechowywania
probek. Po 2 tygodniach przechowywania, dla probek napromienionych przesunigcie
maksimum w  stron¢ wyzszych temperatur nastgpuje o  wigkszg  wartos¢
(05.6 °C, do 76.2 + 3.5 °C) niz w przypadku prébek kontrolnych (o 3.2 °C, do 73.8 £2.9 °C)
w odniesieniu do roztworu wyjsciowego (70.6 + 0.4 °C). Wykonany nieparametryczny
test U Manna-Whitneya nie potwierdzit istotnosci statystycznej zmiany parametru T3
wzgledem dwodch grup badanych probek. Po dluzszym czasie, dla probek kontrolnych warto$¢
temperatury T3 dalej znacznie wzrasta (o 2.5 °C, do 76.3 + 3.5 °C), natomiast wzrost
dla prébek napromienionych jest juz mniejszy (o 1.2 °C, do 77.4 £+ 3.3 °C). Nieparametryczny
test Friedmana wykazal, Zze towarzyszacy starzeniu si¢ roztworéw surowicy wzrost
temperatury przejscia T3 jest statystycznie istotny zaréwno dla roztworu kontrolnego
(p = 0.001, wspotczynnik zgodnosci Kendalla 0.88) jak i roztworu napromienionego
(p =0.001, wspotczynnik zgodnosci Kendalla 0.90).

Po 1-2 tygodni przechowywania roztworéw, wartos¢ pojemnosci cieplnej
odpowiadajacej temperaturze maksimum przejscia wzrasta dla obu badanych grup probek.
Wzrost warto$ci Cp™; jest wigkszy dla probek napromienionych niz dla kontrolnych,

co zostalo potwierdzone nieparametrycznym testem U Manna-Whitneya (p = 0.02).
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Po 3 — 4 tygodniach przechowywania warto$¢ $rednia Cp®™; nieco spada i jest podobna
dla surowic napromienionych i kontrolnych. Zrédlem wzrostu, a nastepnie spadku wartosci
Cp®™;, moze by¢ powstawanie jakiego$ nietrwatego produktu starzenia si¢ surowicy,
a potem jego rozpad lub przeksztalcenie si¢ w nowa substancje, dajaca mniejszy wkilad
do pojemnosci cieplnej w tym zakresie temperatur. Przy poréwnaniu §rednich wartosci Cp™;
dla probek wyjsciowych, ,,1-2 t” 1,,3-4 t”, nieparametryczny test Friedmana wskazat istotne
roznice w przypadku roztworu kontrolnego (p = 0.04, wspotczynnik zgodnosci Kendalla 0.48)
natomiast dla roztworu napromienionego nie wykazal istotno$ci statystycznej
(p = 0.07 wspotczynnik zgodnosci Kendalla 0.40). Niski wspotczynnik zgodnosci Kendalla
moze sugerowac, ze zachowanie tego parametru jest niejednakowe dla wszystkich badanych
probek.

Srednie warto$ci entalpii procesu termicznej denaturacji biatek surowicy (AH) maleja
po 3 — 4 tygodniach przechowywania roztworow zaréwno dla préobek napromienionych
jak 1 kontrolnych. Za takie zachowanie moze w duzej mierze odpowiada¢ coraz wigkszy
wktad egzotermicznego procesu agregacji biatek w zestarzatych roztworach surowic.
Wyniki analizy statystycznej ANOVA dla powtarzanych pomiaréw potwierdzaja istotno$é¢
statystyczng zmian czasowych parametru AH (p = 0.01) ale nie ma istotnych réznic w obrebie
badanych grup kontrolnej oraz napromienione;.

Srednia warto$¢ szerokosci potdowkowej przejécia endotermicznego (HHW),
po czasie 1 — 2 tygodni przechowywania roztworéw, maleje bardziej dla probek
napromienionych (o 6.5 °C do 18.0 = 6.7 °C) niz kontrolnych (o 3.9 °C do 20.6 + 5.1 °C)
w stosunku do wartosci wyjsciowej 24.5 °C. Po czasie 3 — 4 tygodni tylko dla probek
kontrolnych jest obserwowany niewielki dalszy spadek wartosci HHW. Za pomoca analizy
wariancji dla powtarzanych pomiar6w ANOVA potwierdzono istotnos¢ statystyczng zmian
czasowych (p < 0.001). Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic pomig¢dzy probkami
napromieniowanymi, a kontrolnymi na tych samych etapach starzenia si¢ roztworow
(p =0.09).

Usrednione wartosci egzotermicznego efektu cieplnego towarzyszacego procesowi
niskotemperaturowej agregacji (4) wzrastaja znacznie wraz z uplywem czasu zarO6wno
dla roztworéw eksponowanych na promieniowanie jak i dla kontrolnych. Jednakze przejscie
egzotermiczne na profilach DSC probek napromienionych intensyfikuje si¢ w czasie bardziej

niz dla probek kontrolnych. Analiza wariancji dla powtarzanych pomiarow ANOVA
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(z czynnikiem powtarzanych pomiar6w — etap czasowy oraz czynnikiem jako$ciowym —
rodzaj probki) wykazata statystyczng istotno$¢ zmian S$redniej wartosci A dla badanych
roztworow surowicy w czasie starzenia si¢ badanych probek (p < 0.001). Istotne statystycznie
réznice wykazano rowniez bioragc pod uwage dwie badane grupy probek: kontrolne
oraz napromienione (p = 0.01). Tabela IV.7 przedstawia wynik wykonanego
testu Scheffego (post — hoc) pokazujacy istotno$¢ roznic pomiedzy parami srednich wartosci

parametru 4 w poszczegolnych etapach czasowych z uwzglednieniem rodzaju probki.

Tabela IV.7 Wynik wykonanego testu post hoc Scheffego, z zaznaczeniem kolorem czerwonym wartosci
statystycznie istotnych.

Test Scheffego; zmienna DV_1 (promNeut_powt_pom) Prawdopodobienstwa
dla testow post-hoc
Nr Blad: MS mi¢dzygrupowe, powt. Pomiarow, polaczone =,68753, df
PodKl. | rodzaj 1 2 3 4 5 6
I | c7As {1} {2} {3} {4} {5} {6}
probki ,2 1,2 2,0 ,3 1,9 3,6

1 K 1d 0519 . 0043 1.000  0.040  0.000

N | B W N

Rysunek IV.18 zamieszczono w celu doktadniejszego zilustrowania zmian w czasie
nietypowego przejscia egzotermicznego (w zakresie nizszych temperatur niz—przejscie
endotermiczne), ujawniajagcego si¢ podczas starzenia roztwordw surowic. Prezentuje
on zestawienie uzyskanych srednich wartosci 4 dla wszystkich poszczegdlnych badanych
etapow czasowych (dane zbierane przez 4 tygodnie, w odstepach tygodniowych) i umozliwia
bardziej czytelne dostrzezenie ro6znic pomi¢dzy napromieniowanymi 1 kontrolnymi
roztworami surowicy. Po tygodniu przechowywania roztworéw uzyskane $rednie warto$ci
entalpii agregacji sa nieco wicksze dla probek napromienionych (3.0 + 1.3 J g
niz kontrolnych (2.1 £ 1.4 J g'), ale nie rdznig sic w granicach bledu do$wiadczalnego.
Dwa tygodnie po ekspozycji, wartosci A dla probek napromienionych (9.2 + 1.6 J g')
sg znacznie wigksze niz dla probek kontrolnych (6.0 + 1.7 J g'). Po 3 oraz 4 tygodniach
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przechowywania roztworow, srednia warto$¢ 4 dla proébek napromienionych jest znacznie
wigksza niz dla kontrolnych, a odchylenie standardowe niewielkie. Matg wartos¢ odchylenia
standardowego w przypadku 3 1 4 tygodniowych probek napromienionych mozna
wytlumaczy¢ tym, ze po takim czasie, niskotemperaturowy proces agregacji pewnej frakcji

biatek surowicy nie ulega dalszej intensyfikacji.

Promieniowanie neutronowe

vl 3

A [Jig]

dzien tydz 2tyg 3tyg 4tyg

Eodzaj prébki: K
odzaj prabki: N

Rysunek 1V.18.Srednie (* bifgd standardowy) wartosci egzotermicznego efektu cieplnego
towarzyszqcego procesowi agregacji (A) ujawniajgcemu sie na krzywych DSC roztworéw wodnych
surowicy krwi ludzkiej w niskotemperaturowym zakresie temperatur: ( — wartosci A probki kontrolne,
— wartosci A probki napromienione dawkq 5 Gy). (punkty reprezentujgce wyznaczone srednie
potgczono tylko dla wygody sledzenia zmian)

1V.3.2.2. Starzenie sie wodnego roztworu surowicy krwi jednorazowo

eksponowanego na dawke 13 Gy promieniowania neutronowego.

Jak opisano w Rozdziale IV.2.1, w celu zbadania przewidywanych wigkszych efektow
wptywu wyzszych dawek promieniowania neutronowego na roztwory surowic, wykonana
zostala pojedyncza ekspozycja roztworu wodnego surowicy na dawke 13 Gy promieniowania
neutronowego. Rysunek IV.19 pokazuje wyniki uzyskane po tygodniu od ekspozycji. Chociaz
charakter zmian jest podobny do tych obserwowanych dla roztworéw po ekspozycji na dawke

5 Gy promieniowania neutronowego, to réznice w profilach termicznych zmian pojemnosci
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cieplnej pomig¢dzy napromieniowanymi i kontrolnymi roztworami surowicy sg wyrazniej

widoczne przy zastosowaniu wyzszej dawki promieniowania.

Rysunek IV.19.Krzywe DSC zarejestrowane tydzien po przeprowadzonym eksperymencie
napromieniania dawkg 13 Gy promieniowania neutronowego przyktadowego roztworu surowicy krwi
ludzkiej, gdzie: — probka wyjsciowa, — probka kontrolna , — probka napromieniona dawkq
13 Gy. Napromienianie trwato 69 godz. 6 min. przy temperaturze 21 °C.

Zestawienie krzywych DSC na Rys. IV.19 pokazuje, ze po tygodniu od ekspozycji
na promieniowanie, przesuni¢cie maksimum przej$cia endotermicznego w stron¢ wyzszych
temperatur z rdwnoczesnym wzrostem odpowiadajacej mu pojemnosci cieplnej jest wieksze
dla probki napromienionej (odpowiednio o 9 °C i 0.76 J g'°C' ) niz kontrolnej
(4.8°C1i0.17 J g'°C"). Tak duzego efektu nie obserwowano we wczesniejszych badaniach.
Biorgc pod uwage znacznie dluzszy czas napromieniania probki (ponad 69 godz.)
niz w przypadku zastosowania dawki 5 Gy, nalezalo si¢ spodziewac (i tak bylo) wigkszych
starzeniowych efektow widocznych takze na krzywych DSC roztworu kontrolnego. Podobne
wartosci parametréow opisujacych maksimum przejscia, jak uzyskane dla probki kontrolnej
po 1 tygodniu od ekspozycji, obserwowane byty dla roztwordw napromienionych dawka 5 Gy
dopiero po 3 — 4 tygodniach przechowywania.

Po tygodniu przechowywania roztworéw, pomimo zrdznicowania ksztattu profili DSC,
wartos$¢ entalpii procesu denaturacji wynosi tyle samo dla probki kontrolnej i napromienione;j
(AH = 16.1 J g). Nalezy zaznaczy¢, ze szeroko$¢ potdowkowa przejscia endotermicznego
probki kontrolnej jest okoto dwa razy wigksza (HHW = 14.6) niz ta dla probki

napromienionej (HHW = 7.7).
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Przejécie egzotermiczne widoczne na Rys. IV.19 na profilu DSC probki kontrolnej
jest stosunkowo mate (4 = 2.4 J g), natomiast na profilu DSC probki napromienionej bardzo
zaawansowane (4 = 14.8 J g"). Tak duzy efekt egzotermiczny wykazywaly probki

napromienione dawka 5 Gy po dlugim czasie przechowywania (3- 4 tygodni).

IV.3.3. Starzenie sie probek eksponowanych
na promieniowanie rentgenowskie

1V.3.3.1. Roztwory wodne surowicy, dawka 5 Gy i 10 Gy

Na Rysunku IV.20 zilustrowane zostaly wyniki pomiaréw kalorymetrycznych
wykonanych po czasie 1, 2 oraz 3 tygodni dla wybranego wodnego roztworu surowicy krwi
ludzkiej poddanego dziataniu promieniowania rentgenowskiego (dawka 5 Gy lub 10 Gy).
Po tygodniu od ekspozycji nie sa widoczne Zadne zmiany na profilach DSC mierzonych

probek (Rys. IV.20 A).

Rysunek IV.20.A, B, C. llustracja zmian czasowych na profilach DSC dla przyktadowego wodnego
roztworu surowicy eksponowanego na promieniowanie X mierzonego po 1 tygodniu (A), 2 tygodniach
(B), 3 tygodniach (C), gdzie: — probka wyjsciowa, — probka kontrolna , — probka napromieniona
dawkgqg 5 Gy,

81



Po 2 oraz 3 tygodniach przechowywania probek mozna zauwazy¢ charakterystyczne zmiany
w ksztalcie uzyskanych profili DSC zwigzane ze starzeniem si¢ wszystkich badanych probek.
Poréwnanie krzywych DSC uzyskanych dla probek kontrolnych, napromienionych dawka
5 Gy oraz napromienionych dawka 10 Gy wyraznie wskazuje na brak réznic wynikajacych
z ekspozycji surowicy na powyzsze dawki promieniowania rentgenowskiego. We wszystkich
przebadanych wodnych roztworach surowic (n = 12) dtugofalowy wptyw promieniowania X

dawkami 5 Gy oraz 10 Gy byt stabo widoczny lub nie ujawniat si¢ na krzywych DSC.

1V.3.3.2. Wodny roztwor surowicy krwi, dawki z zakresu
10 Gy - 120 Gy

W rozdziale przedstawiono wyniki pojedynczego eksperymentu napromienienia
wodnego roztworu surowicy krwi ludzkiej pochodzacej od jednej osoby réznymi dawkami
promieniowania rentgenowskiego (10 Gy, 30 Gy, 70 Gy, 120 Gy). Najwyrazniej efekt
zwigzany ze wzrostem dawki promieniowania rentgenowskiego mozna bylo zaobserwowac

porownujac krzywe DSC zarejestrowane po 3 tygodniach, co przedstawia Rysunek IV.21.

1,01 1,01
O qcl O qcl
o 0,51 o 0,51
2 . 2

= 0,01 S = 0,01 z
-0,5 -0,5 1
-1,01 -1,0 1

T T T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T T 1
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Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Rysunek IV.21.A, B. llustracja zmian czasowych na profilach DSC zarejestrowanych 3 tygodnie po
przeprowadzonym eksperymencie napromieniania dawkami: A) - 10 Gy, 30 Gy, B) - 70 Gy, 120 Gy
roztworow wodnych surowicy krwi ludzkiej pochodzqcej od jednej osoby, gdzie: — probka wyjsciowa,

— prébka kontrolna , — probka napromieniona dawkq 10 Gy, ,
, — probka napromieniona dawkqg 120 Gy.

Po 3 tygodniach przechowywania, charakterystyczne zmiany starzeniowe ujawniajg
si¢ na krzywych DSC wszystkich zaprezentowanych probek w caltym badanym zakresie
temperaturowym, zarowno w obrebie przejscia endo- jak i egzotermicznego. Intensywno$¢

obserwowanego przejScia egzotermicznego jest silnie zalezna od wartosci dawki
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promieniowania (dicy = 7.5 g, Asoay = 129 J g, A7o6, = 17.0T g, Aoy = 17771 g")
oraz jest znacznie wigksza dla kazdej probki napromienionej w pordéwnaniu do probki
kontrolnej (Axonwoma = 3.7 J g1). Szeroko$¢ potéwkowa (HHW) obserwowanych przejsé
endotermicznych jest najmniejsza w przypadku krzywych DSC roztwordw napromienionych
dawkami 70 Gy oraz 120 Gy (HHW 1 6y, 120 gy = 16.2 °C), w poréwnaniu do tych poddanych
dziataniu dawek 10 Gy lub 30 Gy (HHW g gy, 30 sy = 20.7 °C) oraz kontrolnej (HHW kontroina =
22.0 °C). Intensywno$¢ maksimum lokalnego (T3, Cp ;) na krzywych DSC probek
napromienionych jest tym wigksza im wyzsza byla zadana dawka promieniowania
(Cp*5 /100y = 1.02 T g'°C, Cp ™5 /306y = 1.13 T g'°C, Cp 5/ 706y = 1.28 J g'°C) za wyjatkiem
probki napromienionej najwyzsza dawka (Cp 3 /1206y = 1.08 J g'°C) w odniesieniu do probki
kontrolnej (Cp 3 kontoma = 0.97 J g'°C). W przypadku roztwordw surowicy obserwowanych
przez dluzszy czas, na profilach DSC w miarg¢ uzyskiwania kolejnych wynikéw pomiarow
kalorymetrycznych, po stopniowym wzroscie maksimum lokalnego przy temperaturze
ok. 70 °C nastgpowat spadek intensywnosci tego maksimum. Ostatni widoczny na profilach
DSC etap starzenia si¢ badanych roztworéw wodnych w zakresie temperatur ok. 65 — 85 °C
obejmowal spadek intensywno$ci przejScia endotermicznego, co jest podobne
do obserwowanego efektu na krzywej DSC probki poddanej najwyzszej zadanej dawce
promieniowania X (120 Gy). Obserwujagc zmiany w ksztalcie krzywych DSC probek
poddanych dziataniu wysokich dawek promieniowania X mozna by stwierdzi¢, ze im wyzsza
zostala uzyta dawka tym Dbardziej zaawansowany etap starzenia roztworu

uwidacznia si¢ na krzywych DSC.

1V.3.3.3. Roztwory buforowe, dawki 5 Gy i 10 Gy

W badaniach DSC dtugofalowego wptywu promieniowania X na roztwory buforowe
surowicy, efekty dawek 5 Gy i 10 Gy byly bardzo podobne. Rysunek V.22 pokazuje zmiany,
jakie zachodzg po 1 tygodniu w ksztalcie otrzymywanych profili DSC dla reprezentatywne;j
probki roztworu buforowego surowicy poddanej ekspozycji na promieniowanie X dawka
10 Gy oraz kontrolnej, w odniesieniu do krzywych mierzonych po 1 dniu od ekspozycji.
Na krzywych DSC ujawniajg si¢ dwa charakterystyczne efekty, zwigzane ze starzeniem si¢
biatek zawartych w badanych roztworach: 1) obecno$¢ przejécia egzotermicznego w niskich
temperaturach 20 — 55 °C, 2) przesunigcie przejscia endotermicznego w strong wyzszych

temperatur. Poréwnanie profili DSC probki kontrolnej oraz napromienionej, otrzymanych po
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1 tygodniu przechowywania sugeruje, ze wskazane zmiany zachodza szybciej dla probek
poddanych dziataniu promieniowania X niz dla kontrolnych.

Zwigzane z procesem egzotermicznym przejscie pojawiajgce si¢ w niskich
temperaturach na krzywych DSC probki eksponowanej na promieniowanie jest wyraznie
wigksze niz w przypadku probki kontrolnej mierzonej po tym samym czasie
(Rys. 1V.22 — krzywe zielone). Prawdopodobnie moze to $wiadczy¢, o wigkszym nasileniu
niskotemperaturowego egzotermicznego procesu agregacji pewnej frakcji  biatek
W napromienionym roztworze surowicy niz w roztworze kontrolnym. W wigkszosci badanych
probek surowicy przejscie egzotermiczne na krzywych DSC moglo by¢ obserwowane juz po
pierwszym tygodniu i poglebiato si¢ wraz z procesem starzenia si¢ badanych roztworow.
Zdarzaly si¢ jednak przypadki probek, gdzie proces egzotermiczny w niski temperaturach

ujawniat si¢ dopiero po 2 tygodniach przechowywania probek [Kietbon et al. 2019 Rys. 3].

T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T 1
30 40 50 60 70 80 90 100 30 40 50 60 70 80 90 100
Temperatura ("C) Temperatura ("C)

Rysunek IV.22.A, B. llustracja zmian czasowych na profilach DSC dla reprezentatywnego buforowego
roztworu surowicy: kontrolnego (A) oraz eksponowanego na promieniowanie X dawkqg 10 Gy (B),
gdzie: — probka wyjsciowa, — pomiar po 1 dniu, — pomiar po 1 tygodniu.

Tabela IV.8 pokazuje $rednie wartosci parametrow termodynamicznych przejscia
endo- 1 egzotermicznego dla buforowych roztworéw surowicy krwi ludzkiej poddanych
dziataniu promieniowania X (dawka 10 Gy). W ramach analizy statystycznej uzyskanych
wartosci parametrow termodynamicznych wykonano test ANOVA dla powtarzanych
pomiardw czasowych: 1 dniowych (1d) (dane przedstawione w Tabeli IV.5), po 1 tygodniu
(1t) oraz 2 tygodniach przechowywania (2t). Rodzaj probki (kontrolna lub napromieniona)
przyjeto jako jakosciowa zmienng grupujaca. W przypadku braku spelnienia zalozen,

wykonany zostat nieparametryczny test Friedmana.

84



Tabela IV.8. Srednie (+ odchylenie standardowe) wartosci parametréw termodynamicznych przejscia
endo- i egzotermicznego na krzywych DSC buforowych roztwordéw surowicy (n = 6): wyjsciowych,
kontrolnych (k) oraz napromienionych (n) dawkq 10 Gy promieniowania rentgenowskiego.

1 tydzien 2 tygodnie
k n k n
T,/°C 63.1+13 = 660+28 = 66.6+28 = 659+£3.1 & 67.2+28

Parametry Wyjsciowa

Cpn/Jg'°CT | 1.53£0.11  1.28+0.10 = 1.31£0.10  1.29+0.14  1.32+0.20
AH/Tg' | 240435 233537

HHW /°C 147+1.3 16.8+ 1.2 169+1.2

Argt | 0 32+40 = 60+71 . 169+7.1 22081

Parametry przejscia endotermicznego: T, —temperatura przejscia, Cp,, — nadmiarowa pojemnos¢ cieplna odpowiadajgca
temperaturze przejscia T,,, AH — zmiana entalpii procesu termicznej denaturacji biatek, HHW — szerokos¢ potéwkowa
przejscia endotermicznego,

Parametr przejscia egzotermicznego: A —wartosc egzotermicznego efektu cieplnego towarzyszqcego procesowi agregacji

Dla roztworu buforowego surowic maksimum lokalne (T1, Cp ) wykazujace
najwiekszg intensywno$¢ stanowi zarazem maksimum globalnne przejScia i oznaczane
jest w tym rozdziale jako (Tm, Cp *.). Warto$¢ $rednia temperatury odpowiadajace]
maksimum (Tm, Cp *,) do tygodnia od ekspozycji wzrasta dla obu badanych grup
probek — dla napromienionych (o 3.5 °C) nieco bardziej niz dla kontrolnych (o 2.9 °C)
w stosunku do warto$ci wyjsciowej. Po 2 tygodniach przechowywania dla probek
kontrolnych $rednia wartos¢ Tm utrzymuje si¢ na podobnym poziomie (65.9 £ 3.1°C),
natomiast dla probek napromienionych dalej nieznacznie rosnie (o 0.6 °C, do 76,3 + 3.5 °C).
Wykonane testy statystyczne wykazaly istotne statystycznie (p < 0.001) przesunigcie
maksimum przej$cia w strong wyzszych temperatur podczas starzenia si¢ probek surowicy.
Nie wykazano jednak istotnych réznic biorgc pod uwage dwie badane grupy probek
(kontrolnych i napromienionych) dotyczacych tego parametru w badanych trzech etapach
czasowych. Wykonany test post — hoc Tukey’a wykazat istotno$¢ réznic pomiedzy Srednimi
wartosciami Tm pomiedzy badanymi etapami czasowymi dla: 1) probek kontrolnych 1 dzien
oraz 1 tydzien (p = 0.04), 2) probek napromienionych 1 dzien oraz 1 tydzien (p = 0.01),
3) probek napromienionych 1 dzien oraz 2 tygodnie (p = 0.002). Dwa bardziej
konserwatywne testy post — hoc Bonferronni’ego oraz Scheffe’go wykazaly istotne
statystycznie zmiany pomigdzy badanymi etapami czasowymi tylko dla probek
napromienionych: 1) 1 dzien oraz 1 tydzien (Bonferronni p = 0.02, Scheffe p = 0.004),
2) 1 dzien oraz 2 tygodnie (Bonferronni p=0.002, Scheffe p = 0.007).
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Wartos$ci srednie pojemnosci cieplnej Cp ., odpowiadajacej temperaturze maksimum
lokalnego Tm 1 zarazem maksimum przejscia po tygodniu przechowywania roztwordw maleja
nieco bardziej dla probek kontrolnych (o 0.25 J g'°C™) niz napromienionych (0 0.22 J g'°C™)
w odniesieniu do wartosci wyjsciowej. Po 2 tygodniach wartosci §rednie Cp *,, zarowno dla
probek kontrolnych jak 1 tych poddanych ekspozycji na promieniowanie X
nie zmieniajg si¢ juz znaczaco. Przeprowadzony test nieparametryczny Friedman’a wykazat
istotnos¢ statystyczng zmiany tego parametru podczas badanych etapow starzenia
tylko w przypadku roztworéw kontrolnych (p = 0.02, wspdtczynnik zgodnosci Kendall’a
wynosit 0.55).

Ksztatt uzyskiwanych krzywych DSC nie pozwalal na dokladne oznaczenie
temperatury T2 oraz pojemnosci cieplnej Cp ©, odpowiadajacej temperaturze maksimum
lokalnego (T2, Cp ;) dlatego parametry dotyczace tego maksimum nie zostaty zamieszczone
w Tabeli 1 oraz nie zostala wykonana analiza statystyczna.

Srednia warto$¢ entalpii procesu termicznej denaturacji biatek surowicy (AH)
po tygodniu przechowywania probek maleje nieco bardziej dla probek kontrolnych|
(o 1.1 J g") niz napromienionych (o 0.7 J g"), ale przy duzych warto$ciach odchylenia
standardowego (odpowiednio 3.8 1 3.7 J g™). Po 2 tygodniach $rednie warto$ci AH obu typow
probek pozostaja na zblizonym poziomie. Nie wykazano istotnosci statystycznej zmian
tego parametru w czasie, ani roznic pomie¢dzy probkami napromieniowanymi i kontrolnymi.

Wartos¢ szerokosci potowkowej (HHW) przejscia w polowie wysokosci piku
nieznacznie wzrasta wraz z procesem starzenia si¢ roztwordw surowicy, biorac pod uwage
zardbwno probki kontrolne jak 1 napromienione. Istotno$¢ zmian wartosci srednich HHW
w czasie dla wszystkich badanych probek potwierdzita wykonana analiza wariancji ANOVA
(p = 0.005). Nie wykazano jednak istotnych réznic biorgc pod uwage dwie badane grupy
probek (p = 0.8). Wykonany test post — hoc NIR pokazuje istotno$¢ zmian tego parametru
w badanych etapach czasowych pomiedzy: 1) probka kontrolng 1 dzien oraz 1 tydzien
(p = 0.01), 2) probka kontrolng 1 dzien oraz 2 tygodnie (p = 0.02), 3) probka kontrolng
1 dzieh oraz napromieniong 1 tydzien (p = 0.02), 4) probka kontrolng 1 dzien
oraz napromieniong 2 tygodnie (p = 0.01).

Srednia warto$¢ egzotermicznego efektu cieplnego (A4) towarzyszacego procesowi
agregacji ulega zwickszaniu w miar¢ prowadzenia badan starzeniowych dla obu badanych
grup probek. Po tygodniu przechowywania probek nastepuje wigkszy wzrost wartosci Sredniej

A dla probki napromienionej (0 6.0 + 7.1 J g) niz dla kontrolnej (0 3.2 +4.0 J g') w stosunku
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do wyjsciowej. Po 2 tygodniach tendencja zmian $redniej wartosci 4 dla badanych probek
jest taka sama — dla napromienionej warto$¢ $rednia 4 wzrasta o 16 J g1 natomiast
dla kontrolnej 0 13.7 J g™'. Istotno$¢ statystyczna zmian parametru 4 w obu badanych grupach
probek zostala potwierdzona poprzez wykonany nieparametryczny test Friedmana
(probki kontrolne p = 0.001, prébki napromienione p = 0.004). Wysokie wartos$ci
wspolczynnika zgodnosci Kendall’a (probki kontrolne p = 0.93, probki napromienione
p = 0.79) w obu badanych grupach probek sugeruja wysoki stopien podobienstwa zmian
parametru 4 odzwierciedlajacego stopien starzenia si¢ poszczegoélnych probek roztwordw
surowic.

Szybsze starzenie si¢ roztwordéw surowicy poddanych ekspozycji na promieniowanie
rentgenowskie potwierdzily takze wyniki badan spektrofotometrycznych. Rysunek IV. 23
przedstawia zestawienie widm absorpcyjnych UV VIS ilustrujacych zmiany zachodzace
w czasie dla dwoch przyktadowych roztwordw buforowych surowicy poddanych dziataniu
promieniowania X. W przypadku obu badanych roztworow wyjsciowe widma dla probek
kontrolnych oraz tych poddanych dzialaniu promieniowania X (dawki 5 Gy i 10 Gy),
zmierzonych w krétkim czasie (do 20 godzin) po ekspozycji na promieniowanie pokrywaja
si¢ — ksztalt widm w calym badanym zakresie jest taki sam. Po tygodniu, a nast¢pnie
po 2 tygodniach przechowywania roztworéw w warunkach chlodniczych, nastgpuje
podwyzszenie absorpcji w calym badanym zakresie — znacznie bardziej zaawansowane

dla probek napromienionych niz kontrolnych.
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Rysunek V.23 A, B. Widma absorpcyjne dwdch roztwordw buforowych surowicy pochodzqgcej od
dwdch ochotnikéw (A i B), gdzie: ® probka kontrolna, ® probka napromieniona dawkg 5 Gy,
O prébka kontrolna po tygodniu przechowywania, © probka
napromieniona dawkg 5 Gy po tygodniu przechowywania,
A probka kontrolna po 2 tygodniach, A probka napromieniona dawkgq

5 Gy po 2 tygodniach,
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Poréwnanie przyktadowych widm zilustrowanych na Rysunku IV.A i B wskazuje,
7e zarOwno zmiany czasowe roztworow surowicy jak i zalezno$¢ tych zmian od wielkosSci
zastosowane] dawki promieniowania sg osobniczno zmienne. W przypadku zilustrowanym
na Rysunku IV.23 A juz po tygodniu przechowywania roztworu surowicy wyraznie widoczna
jest roznica pomigdzy dawkami 5 Gy i 10 Gy. Efekt dawki 10 Gy jest tak duzy, ze widmo
roztworu, ktory ja otrzymat pokrywa si¢ z widmem dla roztworu kontrolnego
przechowywanego 2 tygodnie. Po 2 tygodniach starzenia si¢ roztwordw roznica pomiedzy
dawkami 5 Gy 1 10 Gy zmniejsza si¢, ale nadal pozostaje. Po tygodniu przechowywania,
na widmach absorpcyjnych, przedstawionych na Rysunku IV.23 A, wyraznie uwidacznia
si¢ roznica absorbancji w calym mierzonym zakresie pomiedzy probkami kontrolng
oraz napromienionymi (dawki 5 Gy 1 10 Gy). Pomiar spektrofotometryczny probki
napromienionej dawka 10 Gy wskazuje na wigksza absorpcj¢ promieniowania z zakresu UV-
VIS niz w przypadku probki napromienionej dawka 5 Gy, oraz znacznie wigksza
niz dla odpowiadajacej jej probki kontrolnej. Dluzszy czas przechowywania roztworow
nie wplywa znaczgco na réznice obserwowanych widm absorpcyjnych wzgledem rodzaju
probki. Widma probek napromienionych dawkami 5 Gy 1 10 Gy widoczne na Rysunku 1V.23
B po tygodniu maja wyzsza absorbancj¢ w calym badanym zakresie niz widmo
odpowiadajacej im prokbki kontrolnej, natomiast nie wykazuja roéznic pomiedzy sobg.
Dopiero po 2 tygodniach przechowywania roztworéw, uwidacznia si¢ nieznacznie wyzsza
absorbancja w calym zakresie pomiarowym dla probki poddanej dziataniu wyzszej dawki
promieniowania (10 Gy) w stosunku do napromienionej dawka nizsza (5Gy).

Dla opisu zmian w pasmie 250 — 300 nm, pochodzacym od aminokwasow
aromatycznych (tyrozyny, tryptofanu i1 fenyloalaniny) zmierzono warto$ci absorbancji
w jego maksimum (przy okoto 278 nm) i minimum (przy okoto 253 nm) oraz wyznaczono
stosunek tych wartosci (Tabela IV.9). Zmegtnienie roztwordw surowicy w trakcie
starzenia si¢, z powodu postepujacej agregacji biatek, oceniono na podstawie rosnacej
wartosci absorbancji przy dhugosci fali 320 nm (Tabela IV.9, zamieszczona na kolejnej

stronie).
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Tabela IV.9. Wartosci stosunku absorbancji w maksimum lokalnym pasma absorpcji przy dtugosciach
fali 278 nm i minimum lokalnym przy 253 nm (Ana/Amin)oraz wartos¢ absorbancji przy dtugosci fali
320 nm (Asz) na widmach UV-VIS buforowych roztwordw surowicy: kontrolnych (k), napromienionych
dawkq 5 Gy (n 5 Gy) oraz napromienionych dawkg 10 Gy (n 10 Gy) promieniowania rentgenowskiego.

Probka

Czas

Rodzaj probki

Amax/ Amin

A320nm

Rys. A

wyjsciowe

k

n 5 Gy

n 10 Gy

1 tydzien

n 5 Gy

n 10 Gy

2 tygodnie

n 5 Gy

n 10 Gy

Rys. B

wyjsciowe

n 5 Gy

n 10 Gy

1 tydzien

n 5 Gy

n 10 Gy

2 tygodnie

k

n5 Gy

n 10 Gy

0,038

Stosunek absorbancji przy dlugosci fali 278 nm i 253 nm wskazuje jasno,

ze wraz z postgpujagcym starzeniem si¢ badanych roztwordéw nastgpuje zmniejszenie

tego parametru. Warto$¢ stosunku Ama/Amin dla probek napromienionych w odniesieniu

do probek kontrolnych jest mniejszy po jednym i dwodch tygodniach przechowywania
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dla obu przedstawionych przyktadowych roztwordw surowicy krwi ludzkiej. Obserwowany
spadek warto$ci parametru Ama/Amin $Wiadczy o zmianach absorpcji $wiatla przez chromofory
aminokwasOw aromatycznych na skutek zmian strukturalnych w bialkach. Podobny efekt
obserwowano w przypadku destrukcyjnego dziatania na albuming surowicy promieniowania
z zakresu UVC [Michnik et al. 2008, Artyukhov et al. 2001]. Parametr A3y potwierdza wigkszy
stopien zmetnienia badanych prébek analizowanych po czasie w stosunku do probek
swiezych — wartosci odczytane z widm wzrastajg wraz z czasem przechowywania roztworow.
Dodatkowo wyraznie podkre§la rowniez roznice pomigdzy probkami napromienionymi
w odniesieniu do kontrolnych — roztwory kontrolne s3 mniej zmienione, mniej zmetniale
w stosunku do napromienionych. W przypadku roztworu przedstawionego na Rys. IV.23 A
wartosci Azonm $3 zawsze wigksze dla probek napromienionych dawka wyzsza (10 Gy)

niz dawka nizsza (5 Gy).

1V.3.4. Podsumowanie

Poréwnanie wszystkich zaprezentowanych na Rysunkach IV.12 — IV.22 rdznic
pomiedzy profilami DSC probek kontrolnych i napromienionych wskazuje jednoznacznie
na szybciej zachodzacy proces starzenia si¢ roztworu eksponowanego na promieniowanie
neutronowe niz kontrolnego. Wyniki eksperymentu z wyzsza dawka promieniowania
neutronowego (13 Gy) pokazujg silniejszy wplyw na roztwory surowicy krwi ludzkiej
niz ten pochodzacy od dawki 5 Gy. Nalezy jednak wzig¢ pod uwage odpowiednio dtuzszy
czas ekspozycji probki poza warunkami chtodniczymi do uzyskania wyzszej dawki,
co powoduje duze trudnos$ci w porownaniu wprost widocznych efektow.

Efekty dlugofalowego wplywu promieniowania rentgenowskiego uwidaczniajg
si¢ na krzywych DSC napromienionych wodnych roztworéw surowic w poroéwnaniu
do roztworow kontrolnych dopiero po 2 - 3 tygodniach przechowywania. W przypadku
buforowych roztworéw surowicy zmiany w ksztalcie profili DSC probek napromienionych
i kontrolnych najczesciej widoczne s3 juz po tygodniu przechowywania. Jednakze dalsze
zmiany polegaja gldwnie na intensyfikacji niskotemperaturowego przejscia egzotermicznego.
Wykonane pomiary sugeruja brak wyraznych réznic pomiedzy profilami DSC roztworéw
napromienionych dawka 5 Gy oraz 10 Gy. Wyrazna zalezno$¢ obserwowanych efektow
od zadanej dawki mozna zaobserwowac¢ na krzywych DSC roztworéw poddanych dziataniu
dawek od 30 Gy wzwyz — zmiany uwidaczniajg si¢ po 3 tygodniach przechowywania

roztworu (Rys. IV.21).
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V. DYSKUSJA

V.1. Wprowadzenie

W celu obserwacji mozliwych efektéw wplywu promieniowania jonizujacego na biatka
surowicy krwi ludzkiej badania prowadzono z uzyciem dwoch rodzajow promieniowania
(neutronowe, rentgenowskie) oraz kilku wybranych wartosci dawek
(5, 10, 13, 30, 70, 120 Gy).

Prowadzone od wielu lat badania DSC biatek, gltéwnie pochodzenia wotowego,
w konteks$cie badan zwigzanych z przetworstwem, sterylizacja, przechowywaniem zywnosci,
wykazuja wyraznie widoczne skutki dzialania promieniowania jonizujacego
na te makroczasteczki dopiero przy dawkach rzedu od kilku do kilkudziesieciu kGy
[Fessas et al. 1998, Cieéla et al. 2004, 2010]. Wyniki wczesniejszych badan DSC wptywu mniejszych
dawek promieniowania jonizujacego na frakcje o, P - globulin ludzkich pokazaty,
ze dopiero dawka 100 Gy promieniowania X zmienia krzywe DSC tych bialek w zauwazalny
sposOb [Michnik et al. 2013]. Jednakze juz przy ekspozycji roztworéw surowic krwi ludzkiej
na dawke 0.5 Gy promieniowania neutronowego, zaobserwowano przyspieszony proces
starzenia si¢ probek napromienionych w poréwnaniu z probkami kontrolnymi
[Michnik et al. 2016]. Wyniki badan sugerowatly, ze uzycie wyzszych dawek promieniowania
niz zastosowane wczesniej przez Michnik et al. 2016, moze dostarczy¢ istotnych informacji
o mozliwych bezposrednich oraz dtugofalowych efektach wptywu promieniowania na biatka

surowicy krwi ludzkie;.

V.2. Trudnosci \'4 poréwnaniu efektow dziatania
promieniowania X oraz neutronowego na roztwory surowicy
krwi

Ekspozycja na wysokie dawki promieniowania jonizujacego moze powodowac
fragmentacj¢ biatek (rozerwanie tancucha polipeptydowego), a takze wptyna¢ na konformacje
bialek. W przypadku bialek w formie stalej moze zachodzi¢ degradacja biatka
poprzez zerwanie wigzan w ukladach pierScieniowych oraz wigzan peptydowych.
W przypadku roztwordéw biatek nalezy rowniez wspomnie¢ o zachodzacym procesie radiolizy
wody — bedzie ona zalezna od LET uzytego promieniowania oraz od pH rozpuszczalnika

[IAEA 2010]. Wolne rodniki powstajace na skutek oddziatywania promieniowania jonizujacego
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z czasteczkami rozpuszczalnika mogg uszkadzaé strukturg biatek i powodowac utleniantruie
waznych dla funkcjonowania protein aminokwasow [Smeltzer et al. 2015, Vergara et al. 2018,
Schaden et al. 2018]. Wytworzenie kowalencyjnych wigzan poprzecznych w efekcie utlenienia
grup — SH, 1 wytworzenia wigzah — S — S — moze powodowaé polimeryzacj¢ biatek.
Ekspozycja in vitro na promieniowanie jonizujace moze tez skutkowaé agregacja.

Trudnosci pojawiajace si¢ przy probie porownania efektow takiej samej dawki obydwu
rodzajéw promieniowania jonizujagcego zwigzane sg zard6wno z odmienng naturg
promieniowania X i neutronowego (podstawowa wielkoscia, ktéra je rdéznicuje jest LET)
jak 1 czynnikami eksperymentalnymi. Ze wzglgdu na znacznie mniejszy LET fotonow
W porOwnaniu z neutronami, ich spodziewany wptyw powinien by¢ mniejszy niz neutronow
przy tej samej dawce. Dodatkowo oba rodzaje promieniowania oddziatuja
w nieco inny sposob z materig. Zgodnie z faktami opisanymi w Rozdziale I1.3, w przypadku
ekspozycji in vitro surowicy krwi ludzkiej na promieniowanie X z najwickszym
prawdopodobienstwem zachodzi¢ bedzie gléwnie efekt Comptona. Promieniowanie
oddziatlujace z czasteczkami bialek, czy tez rozpuszczalnika, nie bedzie przekazywac calej
swojej energii na oddzialywanie z czasteczkami biatek / wody (buforu). Czgs$¢ energii
jaka zostanie zdeponowana w badanym roztworze zostanie spozytkowana na zachodzacy
réwnoczesnie proces radiolizy wody. Srednia droga swobodna przy oddziatywaniu fotondéw
z materig jest zasadniczo wigksza, niz cigzkich czastek jonizujacych, wiec gestos¢ przekazu
energii jest mniejsza. Zatem prawdopodobienstwo przekazu przez fotony ilo$ci energii
wystarczajacej do zmian konformacyjnych biatek bedzie mniejsze, niz w przypadku ciezkich
czastek. Natomiast przy uzyciu promieniowania neutronowego spodziewane efekty dzialania
tego typu promieniowania na roztwory surowicy powinny by¢  wigksze.
Wzgledna skuteczno$¢ biologiczna RBE neutronéw jest znacznie wyzsza niz fotonow.
Neutrony maja znacznie wigksza niz fotony zdolno$¢ przekazania w jednym akcie
oddzialywania, energii na tyle wysokiej zeby przerwa¢ wigzanie i uszkodzi¢ strukture biatek.
Potrzebuja one natomiast znacznie wyzszej energii, zeby dotrze¢ na ta samg glebokos¢
w wodzie / tkance niz fotony. Wraz z dlugoscig drogi oddziatywania neutronéw w materii,
zmieniajg si¢ zasadniczo typy oddziatywan tych czastek z materig. Zmienia si¢ w rezultacie
warto$¢ porcji przekazywanej energii 1 prawdopodobienstwo zaj$cia danego typu interakcji.

Poréwnanie efektow dziatania promieniowania neutronowego oraz rentgenowskiego
jest trudne ze wzgledu na niemozliwo$¢ zachowania takich samych czasow ekspozycji

dla uzyskania okreslonej dawki. Czas ekspozycji roztwordOw surowicy na promieniowanie
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neutronowe byl znaczaco dluzszy niz w przypadku wykorzystania promieniowania X.
Roztwory przebywaty kilkadziesigt godzin w temperaturze pokojowej, co powodowato
widoczne na profilach DSC zmiany starzeniowe probki napromienionej i kontrolnej nawet
tuz po zakonczeniu ekspozycji. Przedstawione wyniki wptywu promieniowania neutronowego
wyraznie wskazujg na silne powigzanie i naktadanie si¢ efektdéw napromieniowania i starzenia
si¢ roztworow. W przypadku promieniowania X emitowanego przez akcelerator, czasy
ekspozycji sg krotkie nawet przy zadanej stosunkowo wysokiej dawce, np. dla najwyzszej
zastosowanej dawki 120 Gy czas ekspozycji dla dwoch pol wyniodst ok. 50 minut. Niemozliwa
jest wiec obserwacja procesOw starzenia si¢ na tym samym etapie dla roztworéw surowic

eksponowanych na promieniowanie X lub neutronowe.

V.3. Efekty bezposrednie

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy wykazaly, ze w przypadku
promieniowania neutronowego, bezposrednio po ekspozycji na dawke 5 Gy dostrzegalna
jest réznica pomiedzy krzywymi DSC napromieniowanych i kontrolnych roztworow
surowicy. Dla probek wystawionych na dziatanie promieniowania X, nie zaobserwowano
przy takiej samej dawce réznic pomigdzy krzywymi probek eksponowanych i kontrolnych,
zarejestrowanymi zaraz po zakonczeniu procesu napromienienia. Takiego efektu nalezato
si¢ spodziewaé biorgc pod uwage stosunkowo niski LET promieniowania X oraz sposob
oddzialywania fotondw z materig. Promieniowanie neutronowe, jako bardziej skuteczne
biologicznie, juz przy uzytej dawce 5 Gy, w dostrzegalny eksperymentalnie sposob, wptywa
na biatka zawarte w badanym roztworze. Pozostaje jednak pewna watpliwosc,
czy zinterpretowany jako bezposredni, efekt dawki 5 Gy promieniowania neutronowego
nie jest juz efektem zwigzanym ze starzeniem si¢ roztwordw surowicy podczas dlugiego
czasu ekspozycji.

W celu zaobserwowania jakichkolwiek bezposrednich efektéw na profilach DSC
roztwordw surowic poddanych dziataniu promieniowania X nalezalo uzy¢ dawki 30 Gy
1 wyzszych. Stosujagc oba rodzaje promieniowania, dalsze zwigkszanie dawki powoduje
poglebianie si¢ widocznych efektow na krzywych DSC badanych roztwordw.
Zmiana w ksztalcie profilu surowic poddanych dziataniu promieniowania X, zachodzi
tylko w obrebie przejscia endotermicznego. Na krzywych DSC nie sg obserwowane zadne

przejscia egzotermiczne. Natomiast profile DSC roztworéw eksponowanych na neutrony
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oraz ich roztworéw kontrolnych zmieniajg swoj ksztalt w catym zakresie temperaturowym.
Dodatkowo, w zakresie niskotemperaturowym pojawia si¢ przejscie egzotermiczne, bardziej
intensywne na krzywych DSC probki, gdzie zastosowano wyzsza dawke promieniowania
(13 Gy). Efekt zwigzany z postgpujacym w probce procesem egzotermicznym
moze by¢ w najwigkszym stopniu zwigzany z dlugim czasem ekspozycji w temperaturze
pokojowej. Przedstawione dane pokazuja, ze trudno oddzieli¢ bezposrednie efekty

napromieniowania od tych, ktére modyfikuja proces starzenia si¢ roztworéw surowicy.

V.4. Przyspieszone procesy starzenia roztworow surowicy
krwi jako efekt dlugofalowy wplywu promieniowania
jonizujacego

Obserwowane efekty dtugofalowe wptywu promieniowania jonizujagcego na roztwory
surowic wydaja si¢ mie¢ taka samg natur¢ niezaleznie od zastosowanego rodzaju
promieniowania. Z uplywem czasu, na krzywych DSC surowic eksponowanych
na promieniowanie neutronowe (dawka 5 Gy), w stosunku do roztworéw kontrolnych,
widoczne sg coraz bardziej zaawansowane zmiany starzeniowe objawiajace si¢ w catym
analizowanym zakresie temperaturowym. Skutkiem ekspozycji in vitro na promieniowanie
jonizujace jest wigc przyspieszenie procesu starzenia si¢ napromienionych roztworéw
surowicy. Uzycie wyzsze] dawki promieniowania neutronowego (dawka 13 Gy) skutkuje
intensyfikacja zmian widocznych na profilach DSC, zaréwno dla probek kontrolnych
jak 1 napromienionych. Rezultatem ekspozycji roztworow na dawke 13 Gy jest dalej bardziej
zaawansowany proces starzenia si¢ probki napromienionej w odniesieniu do kontrolnej
niz to byto w przypadku uzycia dawki 5 Gy. W przypadku uzycia fotonéw, efekt dlugofalowy
zwigzany z wielkosciag dawki promieniowania byl stabo widoczny lub nie ujawnial sig¢
na krzywych DSC przy poréwnaniu wynikéw dla roztworow surowic eksponowanych
na dawki 5 Gy 1 10 Gy. Udalo si¢ go zaobserwowac dopiero dla dawek od 30 Gy wzwyz.

Przeprowadzone spektrofotometryczne badania roztwordéw surowicy poddanych
dzialaniu ~ promieniowania  jonizujacego  potwierdzity = szybsze  starzenie = si¢
napromieniowanych probek surowicy w stosunku do kontrolnych. Wartosci parametru
Azzsom/Azsinm, $Wiadczace o zmianach absorpcji $wiatla przez chromofory aminokwaséw
aromatycznych na skutek zmian strukturalnych w bialtkach, malaly w czasie i zawsze byly

nizsze na danym etapie starzenia si¢ dla eksponowanych na promieniowanie roztworéw
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surowic niz dla kontrolnych. Mierzony przy 320 nm wzrost absorbancji w okresie starzenia
si¢ probek byl takze bardziej intensywny dla roztwordéw surowicy poddanych dziataniu
promieniowania jonizujacego wskazujac na ich wigksze zmetnienie z powodu postepujacej

agregacji biatek niz w przypadku odpowiednich probek kontrolnych.

Efekty oksydacyjne

W trakcie obserwacji czasowych, wszystkie badane roztwory wykazaly rdéznice
w ksztalcie profili DSC probek kontrolnych w odniesieniu do tych wystawionych na dziatanie
promieniowania jonizujacego. Biochemiczne przemiany toczace si¢ podczas starzenia
roztworow surowicy krwi zatem najprawdopodobniej ulegly wzmozeniu w wyniku narazenia
na promieniowanie jonizujace. Najliczniej wystepujace modyfikacje biatek beda wigzaty sie
z réznorodnym procesem oksydacji. Nalezy pamigtaé, ze istnieje szereg rodzajow
oksydantow, pochodzacych z réznych zrodet (np. powstajacych podczas radiolizy wody),
majacych odmienny charakter. Efektem oddzialywania oksydantéw czy wolnych rodnikow
tlenowych (najczestszy przypadek) z molekulami bialek moga by¢ zarowno odwracalne,
jak 1 nieodwracalne uszkodzenia ich  struktury. Reaktywne formy tlenu
(ROS - reactive poxygen species) moga poprzez oddziatywanie z molekutami cukrow
czy lipidow, generowac zmienione formy tych zwiazkow, ktore w efekcie beda oddziatywaé
na biatka. Utlenianiu mogg podlega¢ zar6wno tancuchy polipeptydowe, jak i tancuchy boczne
reszt aminokwasowych. Aminokwasy aromatyczne sg najbardziej narazone na nicodwracalne
zmiany oksydacyjne [Berlett et al. 1997, Levine et al. 2001]. Podczas utleniania do tancuchow
bocznych biatek moga by¢ dotaczane grupy karbonylowe lub hydroksylowe. Proces oksydacji
moze rowniez prowadzi¢ do oligomeryzacji i agregacji biatek zawartych w roztworze
[Richardson et al. 2014]. Utlenianie bialek podczas zachodzacych proceséw starzeniowych

jest powszechnie znanym 1 badanym aspektem [Friguet et al. 2000, Szweda et al. 2002,
Beal et al. 2002, Petropoulos et al. 2006, Stadtman et al. 2006, Humphries et al. 2006, Chudzik et al. 2016,

Maciazek-Jurczyk et al. 2018]. Zmienione oksydacyjnie biatka, ich fragmenty lub agregaty,
glownie albuminy, lipoproteiny i fibrynogen, moga by¢ nazywane zaawansowanymi
produktami utleniania biatek (AOPP — advanced oxidation protein products).

W ramach badan prowadzonych do niniejszej pracy wykazano zmiany absorbancji
na widmach roztworéw surowic starzejacych si¢. Dodatkowo roznice na widmach
absorpcyjnych przejawiaty si¢ tez przy poréwnaniu widm probek kontrolnych
1 napromienionych. Zmiany oksydacyjne, wplywajagce w stopniu najwigkszym
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na aminokwasy aromatyczne, poskutkowaty zmiang struktury biatek zawartych w roztworach,
co technika spektrofotometryczna zdotata wychwyci¢. Podobne efekty rozwazano w pracy
Maciazek-Jurczyk et al. — zmiany oksydacyjne albuminy ludzkiej spowodowaly identyczne
efekty widoczne na widmach absorpcyjnych UV-VIS roztworow albuminy jak w przypadku
widm starzeniowych badanych surowic w niniejszej pracy [Macigzek-Jurczyk et al. 2021].|
Po oddzialywaniu promieniowania jonizujacego z roztworami surowicy, na skutek radiolizy
wody postepujace procesy oksydacji zostaly wzmozone, co miato najprawdopodobniej
znaczacy wplyw na obserwowane réznice w wynikach zaréwno spektrofotometrycznych
jak i kalorymetrycznych.

Kumulacja oksydacyjne uszkodzonych biatek jest cechg wielu chordéb czy patologii,
w szczegbdlnosci chordob neurodegeneracyjnych, jak choroby Alzheimera czy Parkinsona,
nowotwordw czy cukrzycy [Beal et al. 2007]. Najpowszechniej podczas oksydacji dochodzi
do przytaczenia grup karbonylowych do tancuchow bocznych argininy, treoniny, lizyny
1 proliny [Requena et al. 2003]. Wykrycie zmian karbonylacyjnych przy pomocy
2,4-dinitrofenylohydrazyny moze by¢ uzyte jako metoda do sprawdzenia stopnia oksydacji
biatek, ktora zostala zaproponowana przez Stadtman i Levine w ich pionierskich pracach
dotyczacych oksydacyjnych zmian biatek [Beal et al. 2007, Dalle-Donne et al. 2003]. Zaawansowane
produkty utleniania bialek AOPP sg wykorzystywane jako markery stresu oksydacyjnego
oraz oksydacyjnego uszkodzenia biatek [Piwowar et al. 2007, Grzebyk et al. 2016, Suzuki et al. 2016,
Kokot et al. 2021]. Czesto zmiany oksydacyjne moga by¢ przyczyna lub konsekwencja danego

schorzenia, co stato si¢ przedmiotem szczegdtowych badan juz na przetomie XX i XXI wieku
[Smith et al. 1991, Lih-Brody et al. 1996, Berlett et al. 1997, Dominguez et al. 1998, Fu et al. 1998,

Levine et al. 2001, Stadtman et al. 2001]. W wielu badaniach kalorymetrycznych zmiany
obserwowane na profilach DSC roztworéw osocza / surowicy krwi ludzkiej noszg cechy
podobne do cech starzeniowych. Przeprowadzone badania przez Michnik et al. 2018
pokazaty, zmiany w profilach DSC roztworow buforowych surowicy oséb chorych
na Parkinsona w stosunku do grupy kontrolnej, bardziej zaawansowane im bardziej
byl zaawansowany stopien choroby. Zmiany widoczne na profilach DSC surowic osob
chorych nosza charakter podobny do zmian starzeniowych — w roztworach buforowych
(pH 7.4) najbardziej znaczacym objawem jest spadek intensywno$ci maksimum przej$cia
endotermicznego (przy temperaturze ok. 63 °C) z jednoczesnym wzrostem intensywnosci

maksimum lokalnego (lub ramienia) przy okoto 70 °C.
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Badania Michnik et al. surowicy krwi ludzkiej, pobranej od ultramaratonczykow
dostarczyly efektow niespotykanych do tej pory przy badaniach kalorymetrycznych surowicy
sportowcOw [Michnik et al. 2021B]. Na krzywych DSC roztworéw surowic ujawnily si¢
po ukonczeniu 12-godzinnego biegu znaczne zmiany w ksztalcie zloZzonego przejscia
endotermicznego. Co ciekawe, zmiany te nosily charakter zmian starzeniowych, bardzo
podobnych do zmian obserwowanych podczas badah do niniejszej pracy. Przyjmuje sie,
ze intensywne C¢wiczenia fizyczne mogg prowadzi¢ do zwigkszonego poboru tlenu,
wywolania stresu  oksydacyjnego, do powstawania reaktywnych form tlenu,
a nawet wystapienia odpowiedzi ostrej fazy [Mastaloudis et al. 2001, Fallon 2001, Imai et al. 2002,
Finaud et al. 2006, Lamprecht et al. 2008, Park et al. 2016]. Uzyskane efekty widoczne na krzywych
DSC sg bardzo intensywne. Nalezy jednak wzig¢ pod uwage, ze wysilek podjety podczas
ultramaratonu jest rowniez ekstremalnie intensywny. Levey et al. wykazali, ze podczas
tak duzego wysitku zwigksza si¢ akumulacja nitrotyrozyny oraz wzmagaja si¢ procesy
karbonylacyjne bialek zawartych w moczu i1 osoczu [Levey et al. 2005]. Prawdopodobnie
takze po ekspozycji na promieniowanie jonizujace, z czasem silnie wzmagajg si¢ procesy
oksydacyjne, co widoczne jest pod postacia bardzo zmienionego w ksztalcie przejécia
endotermicznego. Najciekawszym, by¢ moze najwazniejszym, aspektem roznicujacym
wyniki DSC otrzymane dla uczestnikow ultramaratonu w kontekscie tych przestawionych
W niniejszej pracy, jest brak niskotemperaturowego przejscia egzotermicznego
(zinterpretowanego tutaj jako agregacja pewnej frakcji bialek) na profilach DSC surowicy
ultramaratonczykow. Sugeruje to silny zwigzek tego przejscia ze starzeniem si¢ roztwordw
surowicy 1 procesem prawdopodobnie niezaleznym od zjawisk determinujacych

w tym samym czasie modyfikacje przejscia endotermicznego.

Efekty glikacyjne

Oprocz zmian oksydacyjnych, warto wzig¢ rowniez pod uwage proces glikacji,
ktéry moze zostaé przyspieszony przez oddzialtywania z wolnymi rodnikami
oraz reaktywnymi formami tlenu (ROS) powstalymi na skutek oddziatywania
promieniowania jonizujgcego z roztworami surowicy. Najszybciej w wyniku reakcji cukrow
z biatkami, poprzez utworzenie wigzan mig¢dzy grupami aminowymi i karbonylowymi,
powstaja tzw. zasady Schiffa czyli aldyminy. Stan roéwnowagi po zaj$ciu takiej reakcji
jest bardzo szybki, poniewaz osiggany po zaledwie kilku godzinach. Nastgpnie,

po kilku tygodniach, nastepuje przegrupowanie Amadoriego, po ktorym stan réwnowagi
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ukladu ustala si¢ po 28 dniach od zaj$cia reakcji. Powstale w taki sposob produkty
odwracalne nazywane sg wczesnymi produktami glikacji. Nastepnie moga one ulec procesom
oksydacji, dehydratacji czy innych reakcji, czego rezultatem jest formowanie tzw. koncowych
produktow zaawansowanej glikacji (AGE) [Frolov et al. 2010, Bodiga et al. 2013, Grzebyk et al. 2013,
Bohlooli et al. 2014, Thornalley et al. 2014, Maciazek-Jurczyk et al. 2018]. Liczne transformacje takiego
typu powodowa¢ beda powstawanie w rezultacie bardziej reaktywnych zwigzkow
tj. reaktywne formy tlenu (ROS), rodniki organiczne lub zwigzki diakarbonylowe
[Warwas et al. 2010]. Zaawansowane produkty  koncowe  glikacji  (AGE)
mogg rowniez powodowaé sieciowanie tancuchow peptydowych, co moze skutkowac
modyfikacjami wtlasciwosci chemicznych biatek [Hadley et al. 2001, Urios et al. 2007,
Maciazek-Jurczyk et al. 2018]. Proces nieenzymatycznej glikacji zachodzi w organizmie cztowieka
w warunkach naturalnych i uszkodzone biatka sa na biezagco usuwane poprzez degradacje
w proteasomach, nie wymagajac przeprowadzania ubikwitynacji. Pobierajac krew do badan
nalezy wigc pamigtaC, ze w skladzie uzyskanej surowicy moga wystepowaé produkty
z roznych etapoéw glikacji. Produkty te moga ulega¢ dalszym przemianom glikacyjnym
czy oksydacyjnym ale ich degradacja w warunkach in vitro bedzie najprawdopodobniej
niemozliwa.

Probujac zinterpretowac roznice ujawniajgce si¢ na profilach DSC roztworéw surowic
eksponowanych na promieniowanie jonizujace oraz odpowiadajacych im roztworow
kontrolnych w kontekScie przebiegajacego w probkach procesu glikacji nalezy
wzig¢ pod uwage rozpicto$¢ czasowa reakcji Maillarda. Nalezy tez pamigta¢, ze AGE moga
by¢ obecne juz w $wiezych probkach surowicy, ale ich ilo$¢ bedzie stosunkowo mata,
cho¢ zwigkszaé si¢ bedzie z naturalnie postgpujacym procesem starzenia badanych préobek.
Jesli promieniowanie jonizujace wzmaga tempo procesu glikacji, to efektow na profilach
DSC probek napromienionych nalezatoby si¢ spodziewac po kilku tygodniach od ekspozyciji,
poniewaz tyle czasu potrzeba, aby zostatlo wytworzone wigcej koncowych produktéw glikacji.
Przeprowadzone badania roztwordéw starzejacych si¢ potwierdzaja, ze probki napromienione
sa na dalszych etapach starzenia niz odpowiadajace im probki kontrolne, pomimo wykonania
pomiaréw kalorymetrycznych po takim samym czasie przechowywania. Zmiany ujawniajg si¢
w ksztatcie profili DSC badanych probek, wigc mozna by domniemywac, ze niektore biatka
zawarte w badanych roztworach ulegly najprawdopodobniej przemianom prowadzacym

do zmiany ich konformacji.
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Efekty zwigzane z wigzaniem ligandow

W trakcie procesu starzenia w obszarze przej$cia denaturacyjnego surowic wyraznie
zanika wktad od procesu denaturacji nieligandowanych albumin przy ok. 57 °C. Powszechnie
znane jest, ze albumina surowicy ludzkiej jest biatkiem bardzo tatwo wigzacym si¢ z roznymi
ligandami [Minami et al. 2014, Gorobets et al. 2017, 2019, Musante et al. 2006]. Albumina jako frakcja
biatek wystepujaca w surowicy w najwickszej ilosci bedzie tez w znacznym stopniu
decydowa¢ o ksztatcie krzywej DSC surowicy. Albumina surowicy krwi ludzkiej zwigzana
z niektérymi ligandami moze denaturowa¢ w wyzszym zakresie temperatur, niz albumina
nieligandowana, co omowiono w Rozdziale 11.2.4 tej pracy. Dodatkowo albumina surowicy
ludzkiej ma wysoka zdolno§¢ do reagowania z reaktywnymi formami tlenu ( ROS).
Badania roztworéw buforowych albuminy surowicy krwi ludzkie; (HSA) przeprowadzone
przez Gorobets et al. pokazaly silng zalezno$¢ obserwowanych ksztaltéw profili DSC
albuminy od stezenia ozonu. Wraz ze wzrostem utlenienia albuminy obserwowane
lbylo na krzywych DSC znaczne zmniejszenie intensywnos$ci maksimum przej$cia
endotermicznego [Gorobets et al. 2017]. Liczne badania biatek surowicy krwi z przylaczonymi
ligandami wykazaty, ze przejscie endotermiczne albuminy z ligandami przesuwa si¢ w strong
wyzszych temperatur (temperatura maksymalna przej$cia ros$nie) [Bohlooli et al. 2014,
Arfat et al. 2014, Ajmal et al. 2017, Guglielmelli et al. 2018, Koslen et al. 2019, Gan et al. 2021].

Odnoszac si¢ do wynikow przedstawionych w niniejszej pracy, przesunigcie
maksimum przejscia endotermicznego w kierunku wyzszych temperatur podczas procesu
starzenia mozna prawdopodobnie wigza¢ z faktem przylaczenia do albumin ligandow. Teorie
te potwierdza fakt, ze udziat denaturacji termicznej albumin niezwigzanych prawdopodobnie
ulegl zmniejszeniu, co zaobserwowano na krzywych DSC wodnych roztworow surowic
jako spadek intensywnosci piku przy temperaturze ok. 57 °C. Jednoczes$nie, widoczny
byl wzrost intensywnosci maksimum przy temperaturze od ok. 70 — 80 °C,
co moze by¢ posrednio zwigzane ze wzrostem wkladu od procesu denaturacji albumin
z ligandami.

W badaniach spektrofotometrycznych proceséw glikacji przeprowadzonych przez
Arfat et al. na przykladzie immunoglobulin G widoczny jest wyrazny wzrost absorbancji
w calym badanym zakresie dlugosci fali. Im wyzsze bylo stezenie glukozy,

tym efekt byl wyrazniejszy [Arfat et al. 2014]. Autorzy, podobnie do autorki niniejszej pracy
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wnioskuja, ze podwyzszenie absorbancji w zakresie od ok. 300 nm do 400 nm na widmach

UV-VIS moze by¢ zwigzane z agregacjg biatek lub ich fragmentow.

Efekty niskotemperaturowe

Ciekawym efektem pojawiajacym si¢ podczas przeprowadzonych badan
kalorymetrycznych jest fakt, ze dla czgéci roztworéw buforowych eksponowanych
na promieniowanie X (dawki 5 1 10 Gy) juz po 2 tygodniach przechowywania ujawniato si¢
w niskich temperaturach przejScie egzotermiczne znacznie bardziej zaawansowane
niz dla roztworéw wodnych surowicy eksponowanych na neutrony (dawka 5 Gy) mierzonych
po tym samym czasie (Tabele IV.6 1 IV.8).

Poglebiajace si¢ niskotemperaturowe przejscie egzotermiczne obserwowane
na krzywych DSC podczas badan starzeniowych probek surowicy krwi ludzkiej widoczne
bylo na profilach wszystkich badanych probek. Proces ten, widoczny w niskich temperaturach
pod postaciag przejscia egzotermicznego, ujawnial si¢ zawsze na profilach DSC
lecz dla niektérych probek dopiero po 2 tygodniach przechowywania. Jest to zwigzane z duza
rola zmienno$ci osobniczej badanych roztworow surowicy. Istotne jest, Ze przejscie
egzotermiczne w niskich temperaturach ujawniato si¢ na krzywych DSC kazdego badanego
roztworu, chociaz w nieco odmiennym czasie dla poszczegdlnych badanych probek.
Zawsze jednak, w tym samym czasie od momentu ekspozycji, przejscie egzotermiczne bylo
bardziej intensywne dla probek napromienionych w poréwnaniu z kontrolnymi.

Wystepowanie na profilach DSC przejécia egzotermicznego $wiadczy prawdopodobnie
o przebiegajacym w roztworze procesie agregacji pewnej frakcji bialek. Wieloletnie badania
DSC biatek pokazaty, ze najczesciej przejécie egzotermiczne pojawia si¢ na ich krzywych
DSC w wysokich temperaturach, za przej$ciem endotermicznym. Jest ono wowczas zwigzane
z agregacja rozfaldowanych w procesie denaturacji termicznej tancuchéw polipeptydowych
bialek [Privalov et al. 1974, Lohner et al. 1991, Tang et al. 2007, Michnik et al. 2010].
Niedawne publikacje dotyczace badan proteomu moézgu myszy ukazaty na krzywych DSC
podobne efekty do tych obserwowanych w niniejszej pracy — niskotemperaturowe przejscie
egzotermiczne [Tenchov et al. 2017, Abarova et al. 2017]. Trudno jednak domniemywac
czy pochodzenie widocznego na krzywych DSC przejScia egzotermicznego jest podobne
dla biatek pochodzacych z mézgu myszy 1 bialek ludzkiej krwi. W przypadku badan surowicy
krwi ludzkiej przej$cie egzotermiczne jest nieodwracalne po ogrzaniu probki do 50 °C,

natomiast po podgrzaniu do 45 °C dla preparatu mézgu myszy jest ono odwracalne
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[Tenchov et al. 2017 Rys. 3]. Starzenie si¢ badanych roztworéw i/lub ich ekspozycji
na promieniowanie jonizujgce moze prowadzi¢ do ostabienia wigzan stabilizujacych strukture
biatek co jest kolejnym waznym aspektem do rozwazenia w kontek$cie wystepowania
niskotemperaturowych procesOw egzotermicznych. Zmiany struktury moga prowadzi¢
w kierunku nieuporzadkowania, zmian stabilno$ci termicznej i odmiennego zachowania

termicznego biatek zawartych w badanych roztworach.

V.5. Podsumowanie

Wyniki mikrokalorymetryczne potwierdzaja podobienstwo biologicznych skutkéw
oddzialywania promieniowania jonizujgcego na biatka surowicy do procesoéw starzenia
biatek. Bioragc pod uwage procesy glikacji, oksydacji, hydratacji, fragmentacji, sieciowania
1 inne, ktoére normalnie beda zachodzi¢ w roztworze surowicy, ocena efektu promieniowania
moze by¢ trudna. Wspomniane procesy moga przebiega¢ inaczej, lub w innym tempie,
dla starzejacych si¢ surowic ludzkich, w poréwnaniu z surowicami eksponowanymi
na promieniowanie jonizujgce. Procesy oksydacji 1 glikacji sg ze sobg $ciSle powigzane,
zachodzg rownoczesnie 1 moga wpltywa¢ na siebie nawzajem. Napromieniowane probki
surowic wydaja si¢ starze¢ szybciej niz probki kontrolne, by¢ moze dlatego, ze procesy
zwigzane z procesem starzenia moga ulec przyspieszeniu po ekspozycji in vitro
na promieniowanie rentgenowskie. Powstajace w procesie radiolizy wody wolne rodniki
1 reaktywne formy tlenu moga przyspieszy¢ intensywnos¢ procesu glikacji czy oksydacji.
Zmiany obserwowane pomig¢dzy profilami DSC probek surowic kontrolnych
1 napromieniowanych wyraznie wskazuja, ze napromieniowana probka surowicy starzeje si¢
szybciej niz probka kontrolna. Niezaleznie od rodzaju promieniowania jonizujacego
wykorzystanego do napromienienia roztworéw surowicy, zmiany widoczne na profilach DSC
sa takiej samej natury. Jednocze$nie zmiany starzeniowe wzmagaja si¢ bardziej
wraz z intensyfikacja wybranego czynnika — zastosowanie promieniowania o wyzszym LET
czy wzrost dawki wykorzystanego promieniowania.

Wyciagniecie jednoznacznych wnioskéw dotyczacych pochodzenia widocznych zmian
w ksztatcie profili DSC surowic jest jednak trudne i autorka moze jedynie rozwazaé

ich przyczyny teoretycznie na podstawie zgromadzone;j literatury.
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V1. WNIOSKI

Bezposredni  wpltyw  promieniowania jonizujgcego ha  roztwory — Surowicy
zaobserwowano na profilach DSC probek poddanych dziataniu promieniowania
neutronowego o dawce 5 Gy, natomiast w przypadku promieni rentgenowskich dopiero
przy dawkach promieniowania powyzej 30 Gy. Wydaje si¢, ze obserwowane biochemiczne
efekty dzialania promieniowania jonizujacego wykazuja duze podobienstwo do procesow
starzeniowych. Podczas badan czasowych, zaobserwowano wyrazng tendencj¢ do szybszego
starzenia roztworOw surowicy krwi ludzkiej w wyniku ich ekspozycji in vitro
na promieniowanie jonizujace. Charakterystyczng cecha profili DSC zmienionych
starzeniowo jest pojawienie si¢, przed przejsciem endotermicznym, niskotemperaturowego
przejScia egzotermicznego. Szybsze starzenie roztwordw surowicy nastgpuje niezaleznie
od rodzaju zastosowanego promieniowania jonizujacego, czy zastosowanego rozpuszczalnika.
Uzycie wyzszych dawek promieniowania, zard6wno neutronowego jak i rentgenowskiego,
wzmaga wielko$¢ efektow obserwowanych za pomoca techniki kalorymetryczne;,
a takze spektrofotometrii UV-VIS.

Przeprowadzone badania pozwalaja domniemywaé, ze promieniowanie jonizujgce
wpltywa bezposrednio i posrednio na konformacje biatek zawartych w roztworach.
Napromienienie roztworéw surowicy wzmaga procesy, wskutek ktorych przebiegaja
modyfikacje struktury bialek zawartych w roztworach, np. zmiany oksydacyjne, glikacyjne,
czy ogolnie — wigzania ligandow. Niemozliwe jest jednak jednoznaczne zinterpretowanie
wielkosci  bezposredniego  wplywu promieniowania neutronowego na  surowice,
poniewaz nie byto mozliwosci odseparowania efektow zwigzanych z dlugim przebywaniem
probek w temperaturze pokojowej podczas ekspozycji.

Uzyskane wyniki moga si¢ przyczyni¢ do wyjasniania mechanizmow stojacych
za skutecznoscig radioterapii, co w perspektywie rozwoju radioterapii personalizowanej
moze okazal si¢ szczeg6lnie wazne, nie tylko pod wzgledem wyboru dawki frakcyjnej

ale rowniez typu zastosowanego promieniowania jonizujacego.
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